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RESUMEN 
 
Según datos de la Organización Mundial de la Salud, Chlamydia trachomatis es una 
de las principales causas de infecciones de transmisión sexual a nivel mundial. El 
linfogranuloma venéreo (LGV) es un síndrome clínico causado por los genotipos invasivos de 
C. trachomatis (L1-L3), considerado endémico de África, Asia y Sudamérica. En el año 2003 
se describe una acumulación de casos de LGV en Holanda causados por una nueva variante, 
L2b, extendiéndose en los años sucesivos a casi la totalidad de países europeos y en menor 
medida a Estados Unidos y Australia. En el primer capítulo de esta Tesis, el objetivo fue 
constatar la presencia de casos de LGV en la Comunidad de Madrid y realizar la 
caracterización molecular y epidemiológica de los casos encontrados. La epidemiología 
encontrada difiere de la descrita en el resto de países, encontrando la circulación simultánea 
de dos variantes predominantes, L2b como en el resto de Europa y L2/L2f, característica de 
Sudamérica y sólo descrita de forma ocasional en Europa. Preocupantemente cada año 
incluido en el estudio desde 2009 a 2014 se observa un incremento contante de los porcentajes 
de casos de LGV entre las infecciones causadas por C. trachomatis, desde <7% hasta >19% 
(incluidos casos en mujeres). El seguimiento temporal del brote confirma un desplazamiento 
de la variante L2b por la L2/L2f, probablemente debido a la naturaleza poco o nada 
sintomática de esta última. En el capítulo 2 se cuantifica la prevalencia de infecciones mixtas 
por diferentes genotipos invasivos y no invasivos, para estimar el impacto en la epidemiología 
local de los casos de LGV. Se encuentran los porcentajes más elevados descritos hasta la 
fecha en países industrializados, entre genotipos invasivos y no invasivos (10,9%) y uno de 
los más altos entre genotipos no invasivos (14,6%) que se asemeja más a países en vías de 
desarrollo. En el contexto de este estudio se identifica una variante recombinante entre 
genotipo G y LGV, en muestras rectales de hombres que tienen sexo con hombres, con pocos 
o ningún síntoma. Este aislado fue descrito en Seattle de forma ocasional en el año 2000. En 
el tercer capítulo, se estudia la evolución temporal en la prevalencia de la variante 
recombinante encontrada, aumentando de un 27,6% en el periodo 2010-2013 a un 38,6% 
durante 2014-2015, y detectándose por primera vez en localización no rectal y en individuos 
heterosexuales. Los estudios de caracterización molecular y reconstrucciones filogenéticas 
realizados con esta cepa recombinante, permitieron identificar dos clados o nodos de 
transmisión en Madrid asociados a esta cepa y en varios clones de cada uno de esos nodos se 
observó un reemplazamiento del gen ompA (define genotipo) del genotipo G por ompA del 
genotipo J. Este evento coincidió con el cambio epidemiológico, producido a partir de 2014, 
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en cuanto a la población afectada (individuos heterosexuales y localización no rectal), 
pudiendo haber contribuido este reemplazamiento a un cambio en el tropismo celular. 
También se discute el papel de los individuos puente entre redes sexuales en la diseminación 
de nuevas variantes. 
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ABSTRACT 
According to World Health Organization, Chlamydia trachomatis is a leading cause of 
sexually transmitted infections worldwide. Linfogranuloma venereum (LGV) is a clinical 
syndrome caused by invasive genotypes of C. trachomatis (L1-L3), considered endemic in 
Africa, Asia and South America. In 2003 an accumulation of cases of LGV was detected in 
the Netherlands caused by a new variant, L2b, ranging in subsequent years to practically all 
European countries and sporadic cases have been also described in USA and Australia. In the 
first chapter of this Thesis the objective was to verify the presence of cases of LGV in Madrid 
and make the molecular and epidemiological characterization of the cases found. The 
epidemiology found differs from that described in the other countries, characterized the 
simultaneous presence of two predominant variants, L2b described in Europe and L2/L2f 
characteristic in South America and only occasionally in Europe. Worryingly during all years 
of this study (2009-2014), we observed a continuous increase in the percentage of LGV cases 
into infections caused by C. trachomatis from <7% to >19%. The monitoring of the outbreak 
confirmed a displacement of the L2b variant by L2/L2f, probably due to no symptomatic 
nature of L2f variant. In chapter 2 the prevalence of mixed infections caused by different 
invasive and non-invasive genotypes was quantified, in order to estimate the impact in the 
local epidemiology the co-circulation of invasive and non-invasive genotypes. We found the 
highest percentages described previously in industrialized countries, between invasive and 
non-invasive genotypes (10.9%) and worryingly high between invasive genotypes (14.6%), 
more related to developing countries. In the frame of this study to quantify the mixed 
infections, a recombinant variant between G-genotype and L2-genotype was detected in rectal 
samples from men who have sex with men, with few or no symptoms. This isolate was 
described occasionally in Seattle in 2000. In the third chapter, we study the evolution in the 
prevalence of recombinant variant found, increasing from 27.6% in 2010-2013 to 38, 6% 
during 2014 to 2015, and detected for first time in extra-rectal location and heterosexual 
individuals. The studies of molecular characterization and phylogenetic reconstructions were 
done with this recombinant variant. The results allowed identifying two clades or nodes of 
transmission in Madrid associated to this recombinant variant. In several clones belonging to 
these clades a new recombination event was observed affecting to the replacement of ompA 
gene (defining the genotype) of the G-genotype for J-genotype. This event coincided with the 
epidemiological shift, produced from 2014, as to the affected population (heterosexual 
individuals and extra-rectal location). This replacement may have contributed to a change in 
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cell tropism. We also have argued about the role of bridge individuals among sexual networks 
in the spread of new variants. 
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1.  LAS INFECCIONES DE TRANSMISIÓN SEXUAL EN LA HISTORIA 
El término de enfermedades venéreas fue acuñado en 1527, Bethancourt de Rouen, en 
honor a la diosa romana del amor. En el s.XX cambió por enfermedades de transmisión sexual 
(ETS) y sólo recientemente por infecciones de transmisión sexual (ITS), aceptando que 
muchos individuos pueden ser portadores asintomáticos de estos agentes infecciosos. A lo 
largo de la historia un halo de prejuicio y culpa ha envuelto a las ITS, tanto entre los 
individuos de una comunidad por su carácter vergonzante, como entre naciones o pueblos 
enfrentados usadas como arma biológica estigmatizante (1).  En la antigüedad era una 
práctica habitual la acusación de unos países a otros de ser responsables de haber introducido 
una u otra ITS, basados más en cuestiones políticas y estrategias bélicas que en evidencias 
científicas. Así por ejemplo, mientras el término sífilis ya había sido descrito en 1530 por 
Hieronymus Fracastorius de Verona, los turcos llamaban a la sífilis la enfermedad de los 
cristianos, los ingleses la enfermedad francesas, los portugueses la enfermedad española y los 
españoles el sarampión indio (2). Para recalcar estos agravios, se popularizaban nombres que 
incluían el nombre de la nación objeto del escarnio, como, la viruela francesa, la peste de 
Bordeaux, el mal de Poitiers, el picor napolitano…, enfermedad de piel de melocotón, o las 
tres etapas del envenenamiento de la sangre para la sífilis (4), o el más exitoso lúes, aunque 
curiosamente el origen real de la sífilis permanece sin resolver, si bien la más aceptada 
creencia, sugiere que fuera importada desde el nuevo mundo por los españoles (3). (Ver 
apartado 4.4) 
 Históricamente, las ITS englobaban solamente gonorrea (en 1376) y sífilis (descrito en 
1495), de hecho durante mucho tiempo se consideró la sífilis como una consecuencia o 
síntoma tardío de la gonorrea. En 1836, se incorpora a esta lista un nuevo agente, la 
trichomoniasis. Pero no será hasta el s XX, cuando se observe un incremento espectacular en 
el número de agentes infecciosos relacionados con la trasmisión sexual. En 1950, se 
implementa el término de uretritis no gonocócica para describir una patología compleja de 
transmisión sexual no relacionada con gonorrea, (5). En 1970 se identifica Chlamydia 
trachomatis como el agente infeccioso más frecuentemente implicado en la uretritis no 
gonocócicas. En la década de 1960 se identificó a virus herpes simplex y en 1985 al virus del 
papiloma humano. En fechas similares se identificó el VIH (1983) y los virus hepáticos como 
los virus de la hepatitis B y C (1963 and 1987 respectivamente).  
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2. IMPORTANCIA DE LAS ITS 
Las ITS están entre las enfermedades infecciosas más ampliamente distribuidas a nivel 
mundial, con un profundo impacto sobre la salud sexual y reproductiva de los individuos, 
pero también con un alto precio social por su carácter estigmatizante. Esta aurea vergonzante 
que ha envuelto siempre a las ITS ha contribuido a su diseminación mundial, al no instaurarse 
adecuadamente políticas y programas de prevención por la falta de información de datos 
epidemiológicos durante muchos años. Por ello, las unidades de ITS han tenido una atención a 
veces marginal, cuando no olvidadas. La aparición del VIH (enfermedad paradigmática entre 
las ITS) (6) está revirtiendo ahora en una mayor concienciación y atención de las ITS, como 
consecuencia de la fuerte asociación entre la transmisión de VIH y otras ITS (7, 8, 9). Una de 
las iniciativas actuales de la OMS es la incorporación de nuevos indicadores de ITS al 
programa GARPR (Global AIDS Response Progress Reporting) (10). Sin embargo, en la 
mayoría de los países no existen programas oficiales de vigilancia y notificación. Pero en 
aquellos lugares donde se han podido implementar adecuadamente programas de vigilancia, 
notificación y prevención se han observado reducciones significativas de casos. Por ejemplo 
en China se ha observado una reducción de un 17% de los casos de sífilis, gracias a la 
implantación del cribado universal que alcanza el 97,2% de la población (34).Por ello una de 
las principales estrategias de este programa de la OMS para 2015 consiste en establecer 
acciones encaminadas a la interrupción de las cadenas de transmisión (11). Globalmente las 
ITS constituyen no solo un grave problema de salud, también tienen un impacto económico 
negativo, tanto en países en vías de desarrollo, donde puede llegar a ser responsables de 17% 
de las pérdidas económicas (12), como en países desarrollados. El CDC estima que los cerca 
de 20 millones de nuevas ITS que se producen al año en EEUU, suponen 16 billones de 
dólares al sistema sanitario, sólo en costes directos (13). 
Por otro lado surgen continuos retos para el control de las ITS que generan alertas de 
salud pública, como: i) Aumento de la resistencia a la azitromicina y a las cefalosporinas de 
amplio espectro en Neisseria gonorrhoeae (14, 15).Este es uno de los principales problemas 
de salud pública que atiende el programa Europeo de vigilancia de la resistencia 
antimicrobiana en gonococo (Euro-GASP) (16) ii) el incremento superior al 100% de los 
casos de sífilis, observado en Dinamarca, Irlanda o Noruega, entre los países europeos (17)  
iii) o el incremento en el número de casos de infección por Chlamydia trachomatis, 
especialmente en población adulta joven, unido a la re-emergencia de linfogranuloma venéreo 
(LGV) asociado a hombres que tienen sexo con hombres (18) 
Introducción general  
 
9 
 
A nivel local, la implantación de determinados programas de prevención ha  
conseguido la reducción en la incidencia de determinadas ITS o sus posibles complicaciones, 
entre ellas destaca la implantación de la vacunación frente al VPH asociada a la reducción en 
la incidencia de cáncer cervical en Reino Unido (19) o el fomento del uso del preservativo en 
India (20). Sin embargo, pese a estos esfuerzos, los últimos informes oficiales revelan 
globalmente el incremento de las ITS en diferentes partes del mundo, como China. (21) o 
Europa (22).  El informe publicado en 2012 por la OMS sobre la vigilancia epidemiológica de 
ITS revela como a nivel global, el número de nuevos casos al año ha aumentado de 250 
millones en 1990 a 499 millones en 2008, con un aumento del 11,3% sólo entre los años 2005 
y 2008 (ver apartado 4.3). Al conocimiento de este alarmante incremento, sin duda ha podido 
contribuir, al menos en los países industrializados, una mejora en las técnicas diagnósticas, 
principalmente por la implementación de técnicas moleculares, con mejores sensibilidades 
diagnósticas, en los laboratorios de Microbiología (23).  
Este escenario de incremento global de ITS, permite reflexionar sobre nuevos 
planteamientos para afrontar este problema (24). Así se plantea ser más eficiente en la 
identificación de las llamadas “poblaciones puente” (25), en la identificación de redes 
sexuales (26-28) y/o seguimiento en redes sociales (29, 30). Estos nuevos planteamientos han 
quedado reflejados en el último informe de la OMS (31). Los usuarios o clientes de 
trabajadoras/es del sexo (“población puente”) tienen 10 veces más probabilidad de tener ITS 
(25, 32). Las enfermedades de transmisión sexual se propagan frecuentemente por redes 
complejas de contactos sexuales en forma de pequeños brotes, al formar frecuentemente parte 
de redes sexuales. Identificar y reclutar a los miembros que participan de redes sexuales 
reducirá las posibilidades de transmisión (33).Así, el reclutamiento de individuos a través de 
redes sociales por individuos recientemente diagnosticados de ITS es una buena aproximación 
para identificar más eficientemente posibles transmisiones secundarias. Un problema añadido 
para el control de la ITS viene derivado de las aplicaciones sociales en red (apps) que son 
cada vez más populares como sistema de encuentros sexuales entre hombres que tienes sexo 
con hombres. Los usuarios de estos sistemas, tienen un mayor riesgo de adquirir y transmitir 
una ITS que aquellos individuos que solamente encuentran parejas a través de métodos “en 
persona” (29, 30). Es evidente que estos nuevos hábitos deben ser estudiados y contemplados 
por las autoridades sanitarias locales. 
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condiciones fisiológicas del tracto genital puede favorecer la aparición de infecciones o 
síndromes no adquiridos por contacto sexual, este es el caso de la candidiasis o la vaginosis 
bacteriana en la que la alteración de la flora vaginal produce un sobrecrecimiento de bacterias 
como Gardnerella vaginalis (36). Además la mejora, en los últimos años, de los métodos de 
secuenciación genómica ha contribuido tanto a incrementar la lista de agentes implicados (37) 
como a identificar patógenos no directamente asociados a ITS, como la posible implicación 
de VEB en la patogénesis de la uretritis en hombres (38), o incluso la transmisión por vía 
sexual del VHE (39), En otras ocasiones, microorganismos no-ITS senso-estricto pueden 
causar infecciones asociadas a síndromes de infección sexual, sirva de ejemplo la implicación  
de algunos patógenos entéricos como Salmonella (40), Shigella (41) o Campylobacter (42)  
como posibles agentes implicados en  enfermedad inflamatoria pélvica (EIP). Por lo tanto la 
línea, antes bien clara que definía los microorganismos asociados a ITS es cada vez más 
difusa. Todo esto dificulta la elaboración de una completo y exhaustivo listado de 
microorganismos relacionados con ITS. 
Los principales agentes transmisibles por vía sexual, se muestran en la tabla 1 junto 
con las manifestaciones clínicas a las que se asocian ya que el abordaje clínico de las ITS se 
realiza desde un punto de vista sindrómico.  
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 AGENTE SÍNDROME CLÍNICO 
BACTERIAS  
Chlamydia trachomatis 
Uretritis no gonocócica, amnionitis, bartolinitis, cervicitis, 
enfermedad inflamatoris pélvica, endometritis, epididimitis, 
úlceras genitales, linfadenopatía, proctitis, conjuntivitis, neumonía 
en lactantes. 
Neisseria gonorrhoeae Uretritis, amnionitis, bartolinitis, cervicitis, enfermedad inflamatoris pélvica, endometritis, epididimitis, proctitis. 
Treponema pallidum Sífilis, úlceras genitales, linfadenopatía, afectación neurológica. 
Mycoplasma genitalium Cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica, endometritis, uretritis 
masculina 
Ureaplasma urealyticum Amnionitis, epididimitis, uretritis masculina y femenina. 
Haemophylus ducrey Úlceras genitales, linfadenopatía. 
Klebsiella granulomatis Granuloma inguinal, úlceras genitales, linfadenopatía 
VIRUS  
VIH (VIH-1, VIH-2) SIDA, complicaciones neurológicas, adenopatías generalizadas, infección congénita y perinatal 
Herpes simplex  (VHS-1 y 2) Úlceras genitales, linfadenopatía, uretritis masculina, cervicitis, 
meningitis, encefalitis.  
VHB Hepatitis aguda y crónica, cirrosis, carcinoma hepático 
VHC Hepatitis aguda y crónica, cirrosis, carcinoma hepático 
VPH Verrugas anogenitales, úlceras genitales, linfadenopatía, cáncer de 
cérvix y anal  
Molluscum contagiosum Infección genital 
(ECTO)PARÁSITOS  
Trichomonas vaginalis Vulvovaginitis, prostatitis 
Sarcoptes scabiei (sarna)   
Pthirus pubis Infestación local 
Tabla 1. Agentes infecciosos implicados en infecciones de transmisión sexual 
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3.1. Chlamydia trachomatis como agente infeccioso relacionado con ITS 
Las infecciones por Chlamydia trachomatis (CT) son la primera causa de ITS de 
origen bacteriano a nivel mundial. Los datos estimados sugieren más de 100 millones de 
personas afectadas y en más de 50 países la infección es endémica (43). Epidemiológicamente 
las infecciones por CT son divididas en 3 categorías o patologías infecciosas:  
a) Tracoma, término acuñado por Dioscórides en el s.I. Importante causa de ceguera 
en áreas con inadecuadas condiciones de salud pública y pobre higiene personal (44). Está 
relacionada con infecciones repetidas en la infancia transmitida por los dedos, fómites…, 
b) Enfermedad óculo-genital no invasiva, desde 1910 se describieron los cuerpos de 
inclusión en el cérvix de mujeres y en el epitelio uretral de hombres con uretritis no 
gonocócica (45, 46) y en 1936 se describe la capacidad de transmitirse persona a persona (47). 
Este tipo de infección causado por CT presenta una distribución mundial.  
c) Linfogranuloma venéreo (LGV), o enfermedad urogenital invasiva El término 
LGV fue propuesto por Schachter en 1969, para definir una entidad clínica causada por CT 
pero diferente a las anteriores (48). El linfogranuloma venéreo es la única infección causada 
por CT que produce afectación multisistémica y manifestaciones constitucionales. Esta 
patología es endémica en Asia, África y Sudamérica. Tanto la infección óculo-genital como 
LGV son de transmisión sexual, con un espectro poblacional diferente. Mientras que la 
infección no invasiva afecta fundamentalmente al grupo poblacional de 15-24 años y 
mayoritariamente femenino, la infección por LGV afecta más a hombres que tienen sexo con 
hombres. 
Diferentes variantes de Chlamydia trachomatis se asocian específicamente a cada una 
de esas patologías. La búsqueda de nuevos biomarcadores capaces de realizar un correcto 
genotipado de los tres grandes patotipos ha sido objeto de reevaluación en los últimos años 
impulsado por la disponibilidad de información de genomas completos (ver más adelante) 
 
3.1.1. Manifestaciones clínicas de las infecciones por C. trachomatis 
Excluimos de esta breve descripción las manifestaciones clínicas asociadas a tracoma 
y la infección perinatal por desviarse excesivamente del objeto de esta revisión. 
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3.1.1.1. Infecciones por genotipos urogenitales invasivos: Linfogranuloma venéreo 
(LGV) 
LGV es una ITS causada por los serovares L1, L2 y L3 de CT. La característica 
biológica especial que caracteriza estos serovares de CT, es su naturaleza invasiva. Pueden 
afectar a las capas profundas de tejido conectivo e incluso alcanzar los ganglios linfáticos 
locales. Durante la primera fase, pequeñas vesículas indoloras o pápulas induradas aparecen 
en los órganos genitales externos entre 3-21 días después de la exposición y cura rápidamente 
sin dejar cicatrices. Si la transmisión es rectal la proctitis o protocolitis es la primera 
manifestación. La segunda etapa que comienza 2-6 semanas después de la exposición, se 
caracterizada por una linfadenitis regional supurativa (59) (ya que los serotipos L1-L3 son 
linfotróficos) e hinchazón del tejido circulante, fiebre, escalofríos, mialgias, artralgias (en esta 
etapa la proctitis puede persistir). El examen histológico de los ganglios afectados muestra 
granulomas. En hombres heterosexuales la manifestación clínica más común es la adenopatía 
inguinal y/o femoral (mayoritariamente unilateral) afectando a uno o varios ganglios. 
Clásicamente uno de los signos más patognomónicos de la infección por LGV es el llamado 
signo de ranura, cuando ganglios linfáticos inguinales y femorales están afectados (15-20% de 
los casos) (60). La diseminación sistémica de CT está asociada a los otros síntomas como 
fiebre, artritis, neumonitis y más raramente perihepatitis (síndrome de Fitz-Hugh-Curtis). La 
mayoría de los pacientes suelen recuperarse de la segunda etapa sin secuelas, pero en algunos 
pacientes la persistencia o la progresiva difusión de CT en los tejidos anogenitales incitará 
una respuesta inflamatoria crónica, y la destrucción de tejido en las áreas involucradas, 
incluyendo: proctitis, proctocolitis aguda imitando la enfermedad de Chron (61), fístulas, 
estenosis y la desfiguración granulomatosa crónica de la vulva. Estas condiciones se presentan 
con mayor frecuencia entre las mujeres y hombres homosexuales, lo que refleja la implicación 
de ganglios linfáticos retroperitoneales (en lugar de inguinal), y la proximidad del tejido rectal 
y vaginal (62-64). 
La infección por serotipos causantes de LGV, no es especialmente grave en sí misma, 
siendo fácilmente resuelta con tratamiento antibiótico adecuado. Sin embargo, en caso de 
infecciones no tratadas, pueden aparecer complicaciones más graves como el desarrollo de 
fístulas y estenosis,  la elefantiasis genital y ocasionalmente el síndrome de "pelvis 
congelada" que puede causar infertilidad (65). 
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3.1.1.2. Infecciones por serotipos urogenitales no invasivas 
a) Uretritis y epididimitis 
CT es el principal agente etiológico causante de uretritis no gonocócica. El cuadro 
clínico se caracteriza por la presencia de descarga uretral y disuria. El espectro clínico de las 
infecciones causadas por serotipos urogenitales de CT es similar a las causadas por Neisseria 
gonorrhoeae. A diferencia de la uretritis gonocócica, el periodo de incubación es algo mayor, 
de 7 a 14 días tras el contacto de riesgo. Por otro lado la descarga uretral es menos purulenta. 
Se puede observar la presencia de leucocitos en la tinción de Gram en ausencia de 
microorganismos. Aun teniendo en cuenta estas consideraciones, no siempre es fácil 
diferenciar ambos cuadros. Por otro lado, hay que tener en cuenta que puede existir un alto 
porcentaje de infecciones asintomáticas e incluso coinfecciones entre ambos 
microorganismos. Una forma de presentación típica, es la uretritis postgonocócica. Este 
cuadro parece ser debido a una coinfección inicial por gonococo y CT. En esas situaciones la 
presentación más florida de la uretritis gonocócica enmascara la presencia de CT. Los 
individuos son tratados únicamente frente al gonococo (generalmente con un beta-lactámico 
como ceftriaxona), manifestando una persistencia o recurrencia de su uretritis (66). La 
principal complicación de la uretritis por CT en hombres, es la epididimitis, 
fundamentalmente en menores de 35 años. Esta complicación aparece tras una infección 
previa asintomática sin tratamiento (85-90% de los hombres son asintomáticos). La 
epididimitis por CT frecuentemente se asocia a oligospermia durante la fase aguda. Los 
varones con epididimitis aguda suelen presentar dolor testicular unilateral, hidrocele e 
hinchazón palpable del epidídimo (67).  
b) Cervicitis y uretritis 
La cervicitis mucopurulenta causada por CT en mujeres es el equivalente a la uretritis 
no gonocócica del hombre. Desde cérvix, CT puede diseminarse a uretra y vejiga dando lugar 
a un síndrome uretral agudo sin bacteriuria, pero también puede diseminarse hacia endometrio 
produciendo una endometritis. Aproximadamente el 50-70% de la mujeres con infección por 
CT no presentan síntomas o la sintomatología es muy leve, pero las complicaciones son más 
serias que en el hombre, probablemente porque CT puede persistir en estado asintomático por 
períodos prolongados en el tracto genital femenino. De hecho, en el 45-50% de las mujeres no 
tratadas, CT persiste más de un año después de la detección. Esta persistencia puede facilitar 
la diseminación hacia endometrio, causando endometritis, hacia trompas de Falopio causando 
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salpingitis o hacia el peritoneo causando peritonitis. Por difusión a través del peritoneo puede 
desarrollarse ascitis y perihepatitis (síndrome de Fitz-Hugh-Curtis). Esas infecciones del 
tracto genital femenino son colectivamente denominadas enfermedad inflamatoria pélvica y 
ocurre entre 10-20% de los casos de cervicitis (68). Las consecuencias a largo plazo de la 
enfermedad inflamatoria pélvica son dolor pélvico crónico, embarazos ectópicos, 
prematuridad, e infertilidad (69). La persistencia y por tanto la mayor probabilidad de 
desarrollar complicaciones puede estar relacionado también con el serotipo, revelando la 
importancia del subtipado de CT. (70). 
c) Complicaciones de las infecciones no tratadas 
Como artritis reactiva se conoce a la respuesta inflamatoria, de origen inmune, a nivel 
de las articulaciones, secundaria a una infección primaria de las mucosas. Se describe entre 1-
5% de los pacientes con infección urogenital por C. trachomatis. Algunos autores han 
sugerido que, existe una predisposición genética del hospedador, ya que alrededor del 60-80% 
de los pacientes con artritis reactiva presentan el antígeno HLA-B27, el cual también se ha 
encontrado entre un 40-50% de casos de infección por Chlamydia (71). Clásicamente esta 
complicación se ha asociado a los serovares D-K, sin embargo en los últimos años  se han 
descrito casos asociados a la infección por el genotipo L2b (72). 
El termino enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) se prefiere a infección del tracto 
reproductivo superior (caracterizado por dolor pélvico crónico, aunque es frecuente que las 
mujeres remitan casos de vómitos) que puede llegar a causar disfunción en el mecanismo de 
transporte en el oviducto que resulta en infertilidad, o embarazos ectópicos. El dolor crónico 
pélvico relacionado con la presencia de adherencias peritoneales puede ocurrir en más de 15% 
de las mujeres con episodios previos de EIP (73). Se estima que entre un 10-40% de los casos 
de EIP en mujeres son secundarios a una infección por CT. Los serotipos H, I, J y K se han 
encontrado más a menudo en forma persistente (70). 
La infección durante el embarazo puede conducir a un aborto espontáneo. Además, 
también se ha relacionado con ruptura prematura de membranas, parto prematuro y bajo peso 
al nacer. Curiosamente, las mujeres embarazadas con infección por CT tienen el doble de la 
tasa media de vaginosis bacteriana, lo que también se asocia con parto prematuro. 
 
 
Introducción general  
 
17 
 
 HOMBRES MUJERES NEONATOS ADOLESCENTES 
Síntomas 
- Secreción 
uretral 
purulenta 
- Disuria 
- Dolor en la 
micción 
- Dolor 
escrotal 
- Secreción 
purulenta 
vaginal y/o 
cervical 
- Sangrado 
- Disuria 
- Dolor 
abdominal 
- Conjuntivitis 
- Neumonía 
atípica 
- Secreción purulenta 
- Disuria 
- Dolor abdominal 
- Dolor y secreción 
rectal. 
Cuadro clínico 
- Uretritis 
- Proctitis 
- Faringitis 
- Proctocolitis 
- Adenopatías 
inguinales 
- Infección 
asintomática 
- Cervicitis 
- Uretritis 
- Faringitis 
- Proctitis 
- Infección 
asintomática 
 
- Conjuntivitis 
- Ophtalmia 
neonatorum 
- Otitis media 
- Vulvo-
vaginitis 
- Neumonía en 
menores de 6 
meses. 
- Uretritis 
- Vulvovaginitis 
- Proctitis 
- Faringitis 
- Conjuntivitis 
Complicaciones 
- Epididimitis 
- Orquitis 
- Conjuntivitis 
- Artritis 
reactiva 
- EIP 
- Perihepatitis 
- Infertilidad 
tubárica 
- Embarazo 
ectópico 
- Aborto 
- Transmisión 
vertical 
- Conjuntivitis 
de inclusión 
- Artritis 
reactiva 
  
 
Tabla 2. Resumen de los distintos cuadros clínicos causados por Chlamydia trachomatis 
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4. IMPLEMENTACION DE ESTRATEGIAS BIOSANITARIAS Y DISPONIBILIDAD 
DE NUEVAS TECNOLOGÍAS PARA FACILITAR LA PREVENCION DE LAS ITS. 
La primera línea para el control de las ITS es su prevención, principalmente 
instaurando campañas divulgativas y programas educativos e informativos sobre las prácticas 
de riesgo. Una vez transmitida una ITS, la segunda línea de actuación implica un diagnóstico 
rápido y el acceso a un tratamiento efectivo, de esta manera se reducirán futuras transmisiones 
(objetivo del programa de la OMS). La instauración de sistemas de cribado ampliamente 
extendidos contribuirá a identificar al infección oculta en pacientes asintomáticos, 
disminuyendo el riesgo de complicaciones. Por último, mejorar nuestro conocimiento sobre la 
epidemiología molecular y dinámicas poblacionales de estos microorganismos, basados en la  
aplicación de herramientas bioinformáticas, contribuirá a identificar las poblaciones 
vulnerables y a definir nuevas campañas de prevención. Reforzar el control de las ITS a estos 
tres niveles (prevención, diagnóstico y epidemiológico) ofrecerá importantes beneficios para 
la salud pública, contribuyendo a alcanzar los Millennium Development Goals (MDG), 
propuestos por la OMS.  
4.1. Políticas de prevención 
Desde el punto de vista de la prevención, el desarrollo de vacunas, al igual que con el 
resto de infecciones no ITS, es el método más eficaz para reducir la incidencia y expansión de 
un determinado agente infeccioso. El mejor ejemplo es  el desarrollo de una vacuna efectiva 
para prevenir el cáncer de cérvix causado por VPH (74). Algunos grupos están trabajando en 
el desarrollo de una vacuna frente a CT, lo que sería de gran interés dada la elevada incidencia 
de infecciones por esta bacteria (75, 76), y por supuesto el gran reto científico de los últimos 
20 años es encontrar una vacuna frente al VIH (77) 
4.2. Mejoras diagnósticas  
 A lo largo de la historia, se han descrito distintos métodos para la diferenciación de los 
serotipos asociados a LGV del resto (Figura 2). A principios de los años 70 se desarrollaron 
los métodos de microinmunofluorescencia, lo que permitió diferenciar a CT en distintos 
serovares o serotipos (49, 222). En los años 80 se desarrollaron los anticuerpos monoclonales 
para ensayos de fluorescencia, estableciéndose la relación entre la proteína mayor de 
membrana (MOMP) y los distintos serovares (50). Desde entonces, los serovares de CT están 
tradicionalmente asociados a la seroespecificidad de esta proteína de membrana. Los 
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serovares de CT se clasificaron en tres serogrupos (51). Así serogrupo B incluía a los 
serovares (B, D, E, L1 y L2), serogrupo C (A, C, H, I, J, K y L3) y el serogrupo intermedio (F 
y G). Sin embargo este sistema de asignación no correspondía con los procesos patológicos 
asociados con CT. El LGV está relacionado con los serotipos L1-3, tracoma con los serotipos 
A-C y enfermedad óculo-genital no invasiva con los serotipos D-H (52).  
Figura 2. Esquema de los distintos métodos de caracterización de genotipos de CT. 
 
 Esta aparente discrepancia ha generado la discusión sobre la utilidad del genotipado 
basado en el gen ompA como biomarcador, para el genotipado, aunque sigue siendo 
ampliamente usado, debido a su alta tasa de variabilidad genética (producto muy antigénico y 
por tanto muy sometido a presión de selección y variabilidad) (53). El conocimiento de la 
secuencia de genomas completos ha permitido estudiar aquellas regiones del genoma que 
guardan relación con el comportamiento biológico de los distintos genotipos de CT (54). Así 
se ha visto, en estudios filogenéticos, como el grupo de proteínas polimórficas de membrana 
(PMPs) (55) son capaces de agrupar los distintos aislados en los tres principales patotipos de 
CT (ocular, urogenital e invasivo). También, la secuenciación de genomas completos ha 
permitido detectar el alto grado de conservación (sintenia) entre los genomas de las distintas 
especies del género chlamydia (56), así como desarrollar métodos de tipado molecular (57) e 
incluso descubrir como la recombinación juega un papel importante en la evolución de este 
patógeno (58), algo impensable hasta hace pocos años por tratarse de un patógeno 
intracelular. 
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4.2.1. Programas de cribado 
Varias líneas de evidencia sugieren que un diagnóstico temprano y la instauración 
rápida de tratamiento adecuado es la medida más eficaz para “romper las cadenas de 
transmisión” y la morbi-mortalidad asociada al diagnóstico tardío, como en el caso de VIH, 
VPH o CT (81). Los programas de cribado y la implementación de métodos de diagnóstico 
rápidos y precisos tiene especial interés atendiendo a las altas tasas de infecciones 
asintomáticas estimadas, relacionadas con algunas ITS como CT. En EEUU, la instauración 
de un programa de cribado universal de CT en hombres con bajos recursos que accedían a un 
programa de búsqueda de empleo, detectó una prevalencia de 8,2%, de los cuales  el 70% eran 
asintomáticos (78). En China la ampliación del diagnóstico de sífilis en los centros de ITS, a 
aquellos individuos que no cumplían los criterios clínicos, demostró como casi un 41% de los 
pacientes con un test positivo no presentaban ningún síntoma compatible con sífilis (79). Por 
otro lado, la interrupción de un programa de cribado universal para la detección de CT y 
Neisseria gonorrhoeae supuso un descenso de más del 90% en el número de casos notificados 
(80).   
El éxito de los programas de cribado y diagnóstico temprano de la ITS va directamente unido 
a dos variables: Garantizar la fidelización de la población a esos programas y la 
disponibilidad de métodos diagnósticos rápidos con adecuada sensibilidad y especificidad que 
eviten una segunda visita, que en muchas ocasiones no se produce. Para garantizar la 
fidelización algunos programas de cribado se han basado en la utilización de “auto-toma”  y el 
envío de muestras por correo postal. En Suecia, el envío postal de muestras de orina para el 
diagnóstico de CT alcanzó un alto grado de aceptación, identificándose población de riesgo 
entre individuos jóvenes y contribuyendo a aumentar su propia percepción del riesgo (82). 
Comparando esta estrategia con la realización de las pruebas en un centro de ITS, los 
resultados fueron mucho más satisfactorios tanto para el diagnóstico inicial como para la 
realización de controles (83). (Una limitación a estos programas radica en la correcta toma de 
la muestra).  
 La necesaria rapidez en el diagnóstico viene determinada por el desarrollo de sistemas 
de “point-of-care” (POC) (84, 85) como ha ocurrido en VIH (86), sífilis (87) en comunidades 
remotas o con acceso difícil a los sistemas sanitarios (88, 89). Por el contrario los sistemas 
POC para la detección de CT han presentado tradicionalmente baja sensibilidad (15-27%) 
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(90). Por ello, los especialistas en ITS sugieren la necesidad de disponer de un test rápido (91) 
para la detección de CT con buena sensibilidad. En el caso de N. gonorrhoeae existen 
problemas de falta de especificidad por dar reacciones cruzadas con Neisserias saprófitas (92). 
Por estas razones, las técnicas de amplificación de ácidos nucléicos son la prueba de 
referencia para el diagnóstico de las infecciones por CT y N. gonorrhoeae (93) pero requieren 
la automatización y detección de múltiples dianas en un mismo ensayo (94). 
4.2.2. Sistemas moleculares de identificación de Chlamydia trachomatis 
El cultivo celular ha sido el método de referencia para el diagnóstico de infecciones 
por CT. La gran ventaja del cultivo celular es que presenta una especificidad cercana al 100%, 
si bien su sensibilidad sólo alcanza valores del 70-80% en el mejor de los casos (95). Sin 
embargo, los métodos de cultivo presentan grandes inconvenientes, son difíciles de 
estandarizar y técnicamente exigentes. Por otro lado, no permiten diferenciar unos serotipos 
de otros por lo que necesitan ser complementados con otras técnicas para este fin. En los 
últimos años se ha producido una verdadera revolución con el desarrollo de los métodos 
moleculares, debido a los grandes inconvenientes del cultivo (retraso diagnóstico, falta de 
sensibilidad, requerimientos de infraestructuras…) (95). Es por ello que en la actualidad, el 
cultivo celular ha quedado relegado a laboratorios de referencia, para realizar estudios 
fenotípicos de resistencia a antimicrobianos (96). 
La estrategia molecular para aumentar la sensibilidad para la detección de CT se basa en usar 
como diana genes presentes en alto número de copias. En EEUU, las técnicas basadas en la 
captura e hibridación de los ácidos nucleicos, mediante el empleo de sondas específicas, 
constituye el sistema más distribuido. Tiene una alta sensibilidad al emplear como diana los 
miles de transcritos de 23S ARNr. En Europa, la mayoría de los sistemas comerciales se 
basan en la detección del plásmido críptico (∼10 copias/genoma), alcanzando un límite de 
sensibilidad entre 300-350 copias/mL o algunas técnicas basadas en el 16S-23S ADNr (2 
copias/genoma). El inconveniente de esta aproximación es que el 1% de las cepas carecen de 
plásmido por lo que los sistemas que sólo detectan esta diana darían resultados falsos 
negativos en estas cepas (97). Por otra parte en 2006 se detectó en Suecia una nueva variante 
(nvCT) con una deleción plasmídica de 377 pb en la región CDS1, correspondiendo 
específicamente al fragmento genómico empleado para la detección, dando como resultado 
falsos negativos (98). La falta de sensibilidad de los sistemas disponibles dio lugar a la 
diseminación de esta variante que llegó a representar el 30% de los casos en Suecia y un 
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incremento significativo de los casos de CT en los años posteriores (ver apartado de brotes 
epidémicos por C. trachomatis en capitulo 1). Como consecuencia las diferentes plataformas 
comerciales re-diseñaron técnicas que empleaban dos dianas distintas con objeto de detectar 
también esta variante. Unas compañías de diagnóstico recurrieron a diseñar las 2 dianas en el 
mismo plásmido, mientras otras compañías apostaron como estrategia diagnóstica diseñar una 
diana en plásmido críptico y otra en ompA, que codifica para la principal proteína de 
membrana, en una región común a todos los genotipos de CT.  
Cuando empezó el brote de linfogranuloma venéreo que inicialmente se dispersó por 
Europa y posteriormente por EEUU y Australia (ver capitulo 1), surgieron dos problemas 
relacionados con el diagnóstico molecular. Por una parte, no existían sistemas comerciales 
capaces de diferenciar LGV de genotipos no-LGV. Este hecho es de gran importancia ya que 
los individuos infectados por genotipos causantes de LGV requieren prolongar el tratamiento 
antibiótico con doxiciclina, durante tres semanas, mientras que en las infecciones por 
genotipos no-LGV se recomienda sólo una semana de tratamiento. Hoy en día se han 
publicado distintos ensayos caseros, basados en PCR en tiempo real (qPCR), para la 
diferenciación entre LGV y el resto. La aproximación más común se basa en el empleo de 
dianas en genes que correlacionan con patotipo (como los genes pmp) y postreramente 
técnicas de qPCR  basadas en diferencias nucleotídicas en las regiones variables del gen 
ompA. Estas metodologías están siendo útiles para definir la verdadera extensión del brote de 
LGV. El otro inconveniente derivado del brote de LGV fue que las técnicas moleculares 
disponibles comercialmente, no habían sido aprobadas para su empleo con muestras de origen 
rectal, si bien múltiples ensayos han sido publicados a raíz del brote de LGV descrito en 2003, 
demostrando su utilidad (99, 100) y recientemente el CDC y ECDC han validado el empleo 
de muestras rectales para el diagnóstico de CT (101). 
4.2.2.1. Sistemas de asignación de las diferentes variantes de Chlamydia trachomatis 
 En los años 50 ya se consideraba una necesidad el disponer de ensayos capaces de 
diferenciar los miembros del grupo de la psitacosis-LGV (279, 280). Desde el punto de vista 
diagnóstico la estructura antigénica de Chlamydia es limitada a 2 proteínas de la membrana 
externa (figura 3a): la principal proteína de membrana externa (MOMP) y el lipopolisacarido 
(LPS), al poder ser fijadas por el complemento (281).  
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Figura 3. A) Modelo de la estructura de la envuelta de Chlamydia. Se destacan las proteínas MOMP y 
LPS por su papel en el diagnóstico (44). B) Representación de las estructura de MOMP. En rojo se 
presentan las regiones variables. Las cruces indican los cambios específicos de serovares. Las 
posiciones en azul, reflejan cambios encontrados en aislados clínicos que no alteran ni la función ni la 
respuesta inmunológica (239). 
 
En los primeros años de la década de los 80, MOMP reveló más posibilidades diagnósticas 
que LPS (que progresivamente fue descartándose), ya que la existencia de pequeñas 
diferencias en la proteína podía generar diferente respuesta inmunológica (figura 3b), es decir 
el organismo humano generaba anticuerpos específicos para diferente serovares de CT (282, 
283) Si bien la asignación clásica, por serovares, de las cepas de CT estaba previamente 
establecida por Wang y Grayston en 1970 (49) siguiendo un método de 
microinmunofluorescencia, aunque la razón de esas diferencias no se conocían. Las 
diferencias serológicas observadas estaban basadas fundamentalmente en la región variable de 
la proteína MOMP, codificado por el gen ompA (anteriormente denominado omp1) (224, 
284). Estos hallazgos fueron confirmados por el mismo Wang y col, quienes mediante el 
empleo de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a los diferentes epítopos de la membrana 
de CT (50), permitió establecer la relación entre MOMP y los distintos serotipos. Esta fue la 
base para identificar los distintos serovares que inicialmente se diferenciaron en dos biovares 
(LGV y tracoma) (biovar: grupo de cepas de una misma especie diferenciables por 
características fisiológicas).  
MOMP
LPS
OMC-A
OMC-B
Membrana
externa
Espacio
periplásmico
Membrana
citoplásmico
Espacio
periplásmico
Membrana
externa
Espacio
trasmembranario
A)
B)
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Este ensayo se convirtió en el método de referencia para el tipado de aislados de CT 
suponiendo un gran avance en el desarrollo de métodos independientes del cultivo celular 
para el diagnóstico y caracterización de CT. 
4.2.2.1.1. El valor de MOMP  
 La proteína MOMP representa el 60% del peso seco de la bacteria (285), siendo el 
principal antígeno dominante expuesto en la membrana externa y por lo tanto altamente 
inmunogénico. Se han descrito varias funciones para esta proteína; en su estructura 
monomérica funciona como porina facilitando la permeabilidad de nutrientes y ATP (286, 
287), mientras que  en su estructura trimérica actúa como adhesina (288, 289) facilitando la 
interacción y penetración al interior de la célula. Esta propiedad de invasión en la célula 
humana, le confiere un papel importante en la patogenicidad y virulencia de CT, de manera 
similar en otras especies bacterianas gram-negativas (290). Se ha sugerido que el grado de 
conservación en esta proteína está directamente relacionado con el éxito ecológico de 
determinados serotipos (291) de forma que los serotipos más prevalentes, E y F, presentan 
una tasa de mutación 22 veces inferior a la del resto (239). El bajo perfil antigénico de estos 
serotipos podría suponer una ventaja adaptativa en la interacción con la respuesta inmune del 
hospedador.  
La proteína consta de 5 dominios transmembranarios conservados (CD I-V) y 4 
dominios variables (VD I-IV) expuestos en la superficie externa. Principalmente las 
diferencias antigénicas en los VD permiten la diferenciación de los distintos serovares de CT 
(figura 3b). Siguiendo la misma denominación establecida por los métodos serológicos frente 
a la proteína MOMP, la era de la secuenciación genómica ha establecido los genotipos de CT 
en base a las diferencias en la secuencia nucleotídica del gen ompA que codifica para la 
proteína MOMP. Sin embargo los distintos serovares o genotipos de CT basados en MOMP o 
ompA no se asocian consistentemente con tropismo tisular de los 3 principales patotipos 
descritos (figura 4). 
Introducción general  
 
25 
 
 
 
Figura 4. Árbol filogenético de Neighbor-joining. Basado en la secuencia del gen ompA. Este gen 
puede diferenciar tres linajes (complejo B, C e intermedio) sin embargo esos linajes no corresponden a 
los 3 patotipos descritos en CT (LGV, Tracoma e urogenital no-invasiva). Los biovares de LGV se 
muestran en negro, en gris las cepas urogenitales no invasivas y en blanco sobre fondo negro los 
biovares de tracoma. 
 
Una posible razón a esta paradoja es porque la variación de escape de MOMP no está 
unida a la variación biológica de CT. Además la presión de selección sobre el gen ompA 
facilita unas mayores tasas de recombinación en este gen (pudiendo observarse fenómenos de 
evolución convergente) y de mutación (lo que ha permitido conocer variantes dentro de los 
genotipos de referencia) que otras regiones del genoma (292). Por lo tanto en la nueva era 
genómica ompA no podrá ser empleado como marcador primario para conocer el patotipo de 
CT, si bien por su alta capacidad de mutación y recombinación (293), podrá ser empleado 
como marcador evolutivo de segundo nivel en la caracterización de brotes. En base a las 
diferencias nucleotídicas en ompA, se han desarrollado distintos métodos como RFLP (294), 
análisis de curvas de melting (295), métodos de hibridación (296) o incluso citometría de 
flujo en un array con partículas fluorescentes (297).  
 
COMPLEJO B 
COMPLEJO INTERMEDIO 
COMPLEJO C 
 genotipo B/Tunis-864 
 genotipo Ba/Apache-2 
 genotipo D/UW-3 
 genotipo L1/440 
 genotipo L2/434 
 genotipo L2b 
 genotipo E/Bour 
 genotipo F/IC-CAL3 
 genotipo G/392 
 genotipo L3/404 
 genotipo A Har1 
 genotipo J/UW-36 
 genotipo I/UW-12 
 genotipo Ia/870 
 genotipo C/TW-3 
 genotipo C-Har32 
 genotipo K/UW-31 
 genotipo H/580 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
100 
100 
100 
81 
100 
100 
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4.2.2.1.2. El valor de pmpH o la búsqueda de genes que correlacionen genotipo y 
patotipo  
La secuenciación de múltiples cepas de CT ha revelado que el genoma de esta especie 
mantiene un alto grado de sintenia, con pocos pseudogenes y elementos genéticos móviles 
(298) y una baja tasa de polimorfismos (SNPs) (299). Estos hallazgos revelaron que no había 
un gen único responsable de los diferentes patotipos descritos en CT (genes presenten en unos 
biovares y ausentes en otros), enfatizando que deben ser diferencias genéticas mínimas las 
claves para comprender el tropismo tisular (300). Por lo tanto se buscó en genomas completos 
aquellos genes que desde el punto de vista filogenético pudieran diferenciar en grandes linajes 
los tres patotipos de CT, haciendo coincidir serotipos con genotipos y patotipos. Esta 
diferenciación no es solo importante para el diagnóstico, también para comprender las 
interacciones huésped-bacteria durante el curso del proceso infeccioso (301). 
El grupo de Nunes y col empezaron esta búsqueda sistemática (291). Inicialmente 
seleccionaron 16 regiones intergénicas (IGR), 16 proteínas de la envuelta (CEP), 13 genes 
housekeeping (HK) y 6 genes que codifican para proteínas hipotéticas (HP), distribuidas a lo 
largo de todo el genoma, como se muestra en la figura 5. 
 
Figura 5. Distribución a lo largo del genoma de CT de los genes analizados por Nunes y cols, como 
candidatos a estar implicados en la evolución adaptativa de CT y por tanto reflejar un paralelismo 
entre patotipo y genotipo. Los genes están asignados por grupos de familias. 
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Solamente 5 fragmentos (4 genes y una región intergénica), permitieron agrupar os 
diferentes serotipos/genotipos conforme a su tropismo esperado (es decir en esos genes existía 
una gran distancia evolutiva entre cepas con diferente nicho ecológico que entre cepas que 
compartían un mismo nicho ecológico). Estos fragmentos fueron pmpH, pmpF, incD, incE y 
la región intergénica incD/incE. La identificación de estos genes o fragmentos sugiere que la 
diferenciación de los diferentes biovares (basado en el tropismo tisular) ocurrió a través de un 
proceso adaptativo y no por azar (como podría sugerirse de los datos de ompA y de la 
presencia/ausencia de un marcador genético). Posteriormente un nuevo gen se incluyó en esta 
lista, tarP, que codifica para un sistema de secreción tipo III (302). La proteína 
correspondiente muestra diferencias en el número de repeticiones en tándem entre los 
diferentes patotipos (303). 
Probablemente los candidatos que más atención suscitaron han sido las proteínas 
polimórficas de membrana, Pmp, por ser un grupo de proteínas únicas de la familia 
Chlamydiaceae. Representan algo más del 3% del genoma y un 13,6% de su capacidad 
codificante (304), lo que refleja su papel relevante en la biología de este patógeno dada su 
tendencia evolutiva a la reducción del genoma. 
 Las PMP, en CT, son un grupo de 9 proteínas cuyos genes se agrupan en dos regiones 
a lo largo del genoma (figura 5), pmpA-pmpC y pmpE-pmpI, situándose sola pmpD (304, 
305). Su localización en la membrana externa sugiere un papel en la adhesión (306, 307). 
También existen evidencias de su papel como proteínas autotransportadoras (308). Presentan 
capacidad inmunogénica al enfrentarlas a sueros de pacientes infectados (309), lo que indica 
un papel importante en la regulación antigénica como mecanismo de escape de la respuesta 
inmune del huésped. 
  A diferencia de ompA, el análisis filogenético de la mayor parte de los genes que 
codifican para PMPs agrupan los distintos genotipos de CT en función de sus características 
patogénicas y el tropismo tisular (55, 310). Diferentes grupos han trabajado, realizando 
estudios comparativos entre los 9 miembros de esta familia. Stothard y col fueron los 
primeros que encontraron características evolutivas interesantes en las PMPs (305). Ellos solo 
estudiaron pmpE, pmpI y pmpH, destacando este último porque tenía suficiente divergencia 
entre los patotipos (8%), pero pocos SNP entre los miembros de un mismo patotipo. De esta 
manera los análisis filogenéticos permitían con un soporte estadístico del 100% diferenciar 
todos los patotipos (figura 6). 
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Figura 6. Árboles filogenéticos de NJ basados en las secuencias nucleotídicas de los genes pmpH (A), 
pmpI (B) y pmpE (C). Solamente pmpH tiene suficiente soporte estadístico para separar todos los 
patotipos (>80). (305) 
 
Posteriormente, Gomes y col. analizaron los 9 genes de la familia PMP, encontrando 
poca o ninguna diferenciación en pmpA-D, pmpG y pmpI (55). Solo pmpH y pmpF mostraba 
unas tasas de variabilidad altas para que el análisis filogenético tuviera soporte estadístico. De 
hecho pmpF presentó prácticamente el doble de diversidad que pmpH. Sin embargo esta gran 
diversidad en pmpF se ha entendido como inconveniente para encontrar secuencias 
conservadas para el diseño de cebadores específicos y aumentar el riesgo de falta de 
detección, ya que pmpH con mucha menos variabilidad es capaz de  agrupar 
independientemente los genotipos más prevalente E y F (291). Además una característica 
importante de  pmpH es la presencia en su secuencia nucleotídica de una deleción de 36pb, 
característica únicamente de genotipos L, asociados a LGV. Esto ha permitido el desarrollo de 
distintos ensayos de PCR en tiempo real de gran impacto en el diagnóstico de estas 
infecciones, dada la importancia de prolongar el tratamiento en el caso de estos genotipos 
invasivos respecto a los no invasivos (230, 231). 
Por lo tanto una estrategia actual para el genotipado de variante de CT consiste en 
realizar una PCR específica en el gen pmpH que discrimine los principales patotipos (99) y 
una posterior PCR y/o secuenciación del gen ompA para conocer la variabilidad de los 
miembros de un genotipo o la caracterización de un brote (311, 312) . 
A
C
B
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El análisis de la secuencias nucleotídicas del gen pmpH permitió identificar una 
deleción de 36pb característica únicamente de los genotipos invasivos asociados a LGV 
(Figura 7). Este hallazgo ha permitido el desarrollo de distintos tests caseros, basados en PCR 
en tiempo real (qPCR), capaces de diferenciar los genotipos LGV del resto (228-230). La 
implementación de esta metodología ha sido de gran utilidad tanto para la práctica clínica 
diaria como para definir la verdadera extensión del brote de LGV. 
 
 
Figura 7. Diseño de PCR en tiempo real, basado en la delección de 36pb presente en el gen pmpH,  
para la detección específica de genotipos invasivos asociados a LGV. 
 
4.2.2.2. Impacto de la implementación de las técnicas moleculares en el diagnóstico 
de las infecciones por C. trachomatis 
La implementación generalizada de mejores técnicas diagnósticas puede revelar un 
incremento de la incidencia de casos en Europa. Varias líneas de evidencia soportan ente 
argumento (en la siguiente sección de esta Tesis Doctoral se comenta el drástico incremento 
de los casos diagnosticados de Chlamydia trachomatis tanto en Europa como en USA (267, 
128) desde aproximadamente 2008). Primero en 2008, el Reino Unido comenzó a incluir los 
datos de los programas de cribado (único país de la UE que tiene implementado este sistema) 
(268). Además las grandes diferencias geográficas en las tasas de incidencias están 
relacionadas con el nivel de vigilancia poblacional establecida (figura 8). Así por ejemplo 
Reino Unido, Dinamarca, Noruega o Islandia muestran las más altas cifras notificadas (>450 
casos/ 100000 habitantes) en comparación con Rumania, Bulgaria o Grecia (<10 casos/ 
100000 habitantes). 
Progresivamente se observa un desplazamiento del número de países que no realizan 
ninguna actividad y se incrementan el de países que seleccionan cribado solo en grupos de 
riesgo incluyendo pacientes asintomáticos. Por lo que paulatinamente nos acercaremos a unas 
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estimaciones reales del número de infecciones por CT en Europa, subcuantificadas en la 
actualidad.  
 
 
Figura 8. Distribución por nivel de implementación de la vigilancia de infecciones por 
C.trachomatis  en los diferentes países de Europa. ECDC 2014 
 
La implementación generalizada de las técnicas moleculares (tan solo 4 países de la 
UE realizan menos del 50% de los diagnósticos por técnica moleculares), con mayor 
sensibilidad y precisión sobre técnicas serológicas o de cultivo ha favorecido este incremento 
de el diagnóstico de infecciones por CT (269). En un estudio comparativo realizado en 
Francia las técnicas serológicas tenían entre un 55%-80% de sensibilidad y no eran capaces de 
detectar infecciones por algunos genotipos (270). La excelente sensibilidad de las técnicas de 
amplificación de ácidos nucléicos para diagnóstico de infección por CT, ha llevado al CDC a 
recomendar muestras muy poco o nada invasivas, como una muestra vaginal mejor que 
endocervical en mujeres o muestra de orina en lugar de uretral en hombres (101). 
Evidentemente todos estos programas de vigilancia y notificación, así como la 
generalización de técnicas muy sensibles y precisas, mejorará nuestra comprensión sobre las 
dinámicas de transmisión de CT y progresivamente los datos de incidencia reflejarán mas la 
realidad (Francia, Luxemburgo y Malta han planificado la instauración de programas de 
cribado, siguiendo el modelo de Reino Unido). Sin embargo no podemos asumir tampoco que 
todo el incremento sea debido a los programas de vigilancia y la generalización de técnicas 
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moleculares. Aunque muchos países han demostrado un incremento global en la incidencia de 
casos por CT en los últimos años, resulta difícil desvincular ese incremento de los argumentos 
anteriormente presentados. Si bien algunos ejemplo puede encontrarse en la bibliografía. Los 
programas nacionales de vigilancia en Finlandia revelan un incremento en los datos de 
seroconversiones desde 1995 a 2003, sugiriendo que la tasa de primoinfecciones aumentaba 
antes de lo incorporación de la implantación de técnicas moleculares (271). En Reino Unido 
donde el programa de cribado esta implementado desde 2008 se ha observado un nuevo 
repunte en 2012-13 (272) o en Letonia donde el incremento es contante desde 2003 (273). Los 
flujos migratorios también pueden contribuir (como ha ocurrido con otras ITS o incluso con la 
resistencia antibiótica) a modificar la prevalencia e incidencia de esta infección, como se ha 
documentado en el origen del brote de LGV en Europa en 2003 o los datos presentados en 
esta Tesis. Un ejemplo del impacto de la inmigración se encuentra en Irlanda, uno de los 
países con mayor incremento de inmigrantes de la Unión Europea en el periodo 2000-2002 
que mantenía unos índices de infecciones estables con anterioridad a 1999, sin embargo se 
observó un incremento del 85% a partir del año 2000 (274). En cualquier caso, sea como 
fuere, la realidad es que las infecciones por CT representan la causa más frecuentemente 
detectada de infección de transmisión sexual en Europa y que ahora disponemos de sencillas 
herramientas moleculares y bioinformáticas para conocer las tasas de infección, coinfección, 
persistencia y transmisión de CT.  
 
4.3. Epidemiología de la ITS 
 
El éxito de los programas preventivos y el conocimiento de las dinámicas de 
trasmisión requieren disponer de datos fiables, completos y abundantes que guíen una 
respuesta efectiva; sin embargo la vigilancia epidemiológica de las ITS ha sido muy difícil 
frecuentemente porque el exceso de celo ha llevado a que algunos países, especialmente del 
área mediterránea, como España, no dispongan de datos oficiales fiables a nivel nacional 
sobre la incidencia y prevalencia de las ITS. A principios del s XXI, se reconoció que la única 
manera de hacer una vigilancia aceptable de las ITS era asegurando la confidencialidad (113). 
La OMS publicó recientemente directrices actualizadas sobre la vigilancia de las ITS (114). 
Esta guía enfatiza, con un enfoque realista, en hacer el mejor uso de los protocolos de cribado, 
de las capacidades diagnósticas de los laboratorios y actualización de los comportamientos y 
prácticas sociales de cada área o población. Las mayores tasas de infecciones se producen en 
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los países en vías de desarrollo. Sin embargo el impacto de los fuertes flujos migratorios 
actuales desde esos países a países desarrollados (inmigración, o refugiados de guerra) (115), 
o viceversa (turismo, grandes movimientos religiosos, o grandes movimientos de personas 
como tropas militares (116,117)) facilitan la posible diseminación, selección y 
establecimiento en la población de nuevos y re-emergentes patógenos, o simplemente el 
incremento en las incidencias anuales de patógenos conocidos. Este cambio continuo en la 
epidemiología de las enfermedades infecciosas, como consecuencia de los flujos migratorios 
también es facilitado por los cambios en los patrones de prácticas sexuales, frecuentemente 
asociados a consumo de alcohol y drogas (118).  
Un ejemplo paradigmático de la influencia de los flujos migratorios sobre la dispersión 
de agentes infecciosos, relacionados con ITS, es el VIH (119), desde la incrementada 
detección de subtipos no-B del VIH-1(120, 121), al incremento global de casos (122, 123) 
estrechamente relacionado con la inmigración. Otros ejemplos son la emergencia de 
linfogranuloma en Europa (124), o los casos de uretritis inespecífica no gonocócica y sífilis, 
después de un viaje a países en vías de desarrollo (125). Las altas cifras de sífilis reflejan el 
preocupante resurgimiento en determinadas regiones geográficas (126). 
Según los diferentes informes de la OMS, (www.who.int) los datos globales de 
incidencia en 2008, respecto de 2005, revelan un incremento global de los principales agentes 
infecciosos implicados en ITS, en prácticamente todas las regiones geográficas.  
 
Figura 9.- Evolución por áreas geográficas de OMS de las tres principales ITS bacterianas en el 
periodo 2005-2008. Datos de OMS. 
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Europa se estiman 186 o 10,4 los casos de infecciones por CT y NG respectivamente, en 
EEUU estos valores resultaron ser 426 y 100,8 casos respectivamente para los mismos 
microorganismos. Esta diferencia podría ser artificial y más relacionada con la implantación 
de programas para el registro de datos o problemas diagnósticos que verdaderas diferencias 
(ver apartado 4.2.2.2) 
 
4.3.1. Vigilancia epidemiológica de C. trachomatis 
 
Entre todos los países, existe una unanimidad en definir los grupos poblacionales más 
vulnerables para sufrir infecciones por CT. Por edades: jóvenes entre 15-24 años; por sexo: 
femenino, aunque existen algunas excepciones como Suiza (proporción hombre-mujer es 3:1) 
(254), o Rumanía (13:1). Por vía de transmisión: heterosexual (la infección por vía 
homosexual representa <10%). Por lo tanto, el perfil del colectivo más susceptible de verse 
afectado por una infección por CT, no ha cambiado a lo largo de los últimos años, pese al 
impacto de cambios en la prácticas sexuales. Este patrón es mujer joven, sexualmente activa y 
heterosexual. Es en este colectivo donde han incidido los programas de vigilancia de la 
infección por CT; sin embargo otros grupos vulnerables deberían ser adscritos a estos 
programas de vigilancia por el riesgo potencial en la generación de nuevas variantes como 
consecuencia de una mayor promiscuidad (ver más adelante). 
 
 
 
Respecto a las tendencias temporales de las infecciones por CT, son variables entre 
diferentes áreas geográficas. Globalmente los datos más recientes a nivel europeo se 
presentan en la figura 11. En Europa, una interpretación sobre la tendencia global de la 
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igura 11. Casos de infecciones por CT por cada 100.000 personas en 9 países de la 
Unión Europea. Fuente: ECDC (Sexually transtmitted infections in Europe, 2012). 
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hombres y mujeres, aunque el riesgo de complicaciones, (como enfermedad inflamatoria 
pélvica, o infertilidad), es más frecuente en estas últimas. Algunos trabajos estiman que entre 
un 25-50% de los casos de enfermedad inflamatoria pélvica se asocian a infección previa por 
CT (259, 260), especialmente en el grupo de mujeres por debajo de 35 años (261) en las que 
se estima una prevalencia de casos de enfermedad inflamatoria pélvica alrededor del 10%.  
 La errática vigilancia de estas infecciones en la mayoría de los países desarrollados, 
no hace fácil identificar los grupos poblacionales mayoritariamente afectados. Los trabajos 
existentes identifican grupos de riesgo, pero hace difícil la extrapolación de estos datos a la 
población general. Algunos estudios reflejan como la prevalencia de infecciones por CT es 
significativamente variable en diferentes redes sociales, demostrando la irregular distribución 
de esta infección (262). La prevalencia varía ampliamente en función de la edad, el género, la 
región geográfica, los factores de riesgo e incluso la metodología diagnóstica empleada. En 
general, los datos oficiales reflejan un mayor impacto de estas infecciones en el grupo de 
edad de adolescentes y jóvenes, entre el inicio de la actividad sexual y los 30 años. En EEUU, 
donde las infecciones por CT son de declaración obligatoria, durante el periodo 2007-2012 se 
detecta una prevalencia general de 1,7% en población entre 14-39 años, llegando a 4,7% si 
sólo se considera el grupo de mujeres sexualmente activas entre 14-24 años y hasta un 13.5% 
entre mujeres de raza negra no hispanas (263). La población inmigrante, procedente de 
África, Asia y Sudamérica, es considerada un grupo de riesgo en el caso de infecciones por 
CT (264), aunque no parece constituir una población puente para la extensión de la infección 
entre población nativa (265). 
 El resurgir de LGV en los países industrializados, ha puesto de manifiesto la elevada 
prevalencia de infecciones por CT, no sólo de LGV, en el grupo de hombres que tienen sexo 
con hombres. En Holanda, donde se describió el primer caso de LGV en 2003, la prevalencia 
de infecciones por CT en MSM se sitúa en torno al 10%, correspondiendo un 8,7% a 
infecciones por genotipos asociados a LGV (210). Los factores asociados a LGV en 
población homosexual son mayor edad, presencia de ITS concomitantes, VIH y VHB (266). 
Estudios moleculares han demostrado como los patrones de transmisión son diferentes entre 
hetero y homosexuales, encontrándose mayor variabilidad de genotipos en el primer grupo y 
asociándose determinadas variantes (D, G y L2b) a los últimos (265). Estas diferencias, 
aunque asociadas a los distintos comportamientos sexuales en los dos grupos, también 
podrían reflejar la existencia de factores intrínsecos al propio microorganismo. 
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4.3.2. Aplicación de las herramientas bioinformáticas al estudio de las ITS 
La epidemiología molecular aplica conceptos de genética de poblaciones y biología 
evolutiva para identificar y trazar las rutas de transmisión de los microorganismos. El tipado 
molecular puede aplicarse al estudio de brotes y epidemias por agentes infecciosos, al estudio 
de la evolución y estructura de poblaciones bacterianas así como a la caracterización de la 
diversidad genética en un determinado ecosistema (102). El espectacular desarrollo de la 
epidemiología molecular en los últimos años ha sido favorecido por la enorme disponibilidad 
de secuencias génicas y genomas completos tanto de origen viral como bacteriano y la 
generalización de la secuenciación masiva. Pero también por el desarrollo de complejos 
software que están permitiendo responder a preguntas que antes solo quedaban para la 
discusión teórica-conceptual de las enfermedades infecciosas. Se describen algunos ejemplos 
El análisis evolutivo de Treponema pallidum ha permitido arrojar luz sobre el 
controvertido origen de la sífilis, datando su origen en América hace entre 5.000 y 16.500 
millones de años (103) y descartando las hipótesis de su posible origen hace 500 años con el 
mundo moderno o su coevolución con la especie humana desde el Homo erectus. El análisis 
filodinámico del VHC ha descartado su origen monofilético en distintos países europeos (104, 
105) o como la prevalencia inesperada de un genotipo poco habitual en determinadas regiones 
geográficas puede estar relacionada con movimientos migratorios a lo largo del siglo XX 
(106, 107). A su vez las plataformas bioinformáticas también han permitido describir la 
existencia de brotes de transmisión nosocomial.  La prevalencia de un único subtipo de 
Treponema pallidum en San Francisco se ha relacionado directamente con una red de contacto 
sexual (108). Probablemente donde más impacto han tenido estas herramientas dentro de las 
ITS ha sido en VIH (109). La reconstrucción de las redes de transmisión usando filogenia 
datada permite definir nodos o clusters de transmisión, identificando las poblaciones 
vulnerables que han permitido establecer estrategias de intervención preventiva (110). Otro 
ejemplo de la aplicación de estas herramientas ha sido la demostración de que la mitad de las 
transmisiones de VIH ocurrían en el primer año de la infección (111) y este hallazgo ha tenido 
importante repercusión en la implantación del tratamiento temprano de los nuevos casos 
diagnosticados. La secuenciación masiva ha permitido responder en VIH si la primoinfección 
se produce por una única por varias variantes. 
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 Progresivamente en la epidemiología molecular se ha evolucionado desde solamente 
planteamientos locales en el abordaje de un brote (absolutamente necesario), a entender, en el 
mundo actual, que existe una fuerte interacción entre las diferentes áreas geográficas y por lo 
tanto la necesidad de considerar la diversidad global para entender y describir la aparición y 
selección de epidemias locales. La aplicación de análisis en red (“network programs”) para 
comprender los patrones de transmisión del VIH revela el actual escenario de la dispersión de 
las diversas variantes del virus a nivel mundial y su impacto local (112). Además cuantas más 
secuencias existan depositadas en las bases de datos más preciso y mayor nivel de resolución 
existirá en la caracterización de las epidemias, de manera que casi de manera instantánea 
podamos identificar si un nuevo diagnóstico de infección por VIH pertenece o no a un 
agrupamiento de transmisión.  
Estos son sólo algunos ejemplos de la aplicación de las herramientas bioinformáticas 
al estudio de las ITS. La aplicación de los conceptos de genética poblacional a las 
enfermedades de transmisión sexual junto con los conocimientos en epidemiología clásica, 
modelización y evolución  permitirán un mayor entendimiento de las rutas de transmisión de 
estos agentes infecciosos y el análisis de los factores implicados, con el principal objetivo de  
ayudar a identificar aquellas medidas más efectivas para evitar su transmisión. 
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INTRODUCCIÓN 
1. TRANSMISIÓN DE LAS ITS EN FORMA DE BROTES EPIDÉMICOS  
 Las enfermedades infecciosas son el ejemplo de enfermedades humanas que suelen 
describirse como brotes epidémicos y dentro de estas las ITS son el ejemplo paradigmático 
(130). Los criterios para declarar un brote por ITS son variables, pero tradicionalmente la 
mayoría de las ocasiones se sospechan después de la descripción de incrementos inesperados 
en el número de casos informados por las unidades de diagnóstico. Son buenos ejemplos el 
incremento de sífilis en Reino Unido o Nueva Zelanda durante 2011 (131-133), VHS-2 en 
Sudáfrica en 2013 (134), gonococo en Canadá (135), linfogranuloma venéreo en Europa 
desde 2003-actualidad (18), o las complejas epidemias basadas en la coexistencia de dos 
brotes epidémicos por ITS como la recientemente descrita en China por sífilis y gonococia 
(136). Pero en aquellos sitios con alta prevalencia, no es fácil distinguir entre fracaso del 
tratamiento y reinfección, como ocurre con CT. Estos ejemplos de brotes producidos por 
microorganismos relacionados con ITS, se diseminan a través de redes sexuales cuyas 
características estructurales promueven una dinámica de transmisión que muchas veces los 
sistemas de vigilancia no pueden o tardan en detectar (137).  
 Resulta difícil identificar los contactos sexuales a gran escala, por eso los servicios de 
epidemiología han basado sus esfuerzos en estudios a pequeña escala, usando entrevistas, 
trazando contactos en grupos reducidos o muestreando de manera aleatorizada (138), o en la 
identificación de grupos vulnerables e “individuos nodales” (139). La rápida identificación de 
agrupamientos tiene un efecto crítico en el control de cualquier epidemia, como demuestran 
los modelos de sífilis en los diferentes estados del Reino Unido (131, 132). Si los sistemas de 
vigilancia tardan tiempo en identificar una epidemia, aumentan las probabilidades de que se 
establezca y estabilice en redes y subredes locales y difícilmente podrá ser controlada (140). 
Esta aseveración puede resumirse en la frase: “Es más fácil manejar un problema emergente 
que una enfermedad endémica” (138). La respuesta sin precedentes a la pandemia del VIH 
puede servir como modelo para la respuesta a otros retos de la salud global.  
 En los últimos años las estrategias más exitosas están basadas en la combinación de las 
aproximaciones epidemiológicas con los análisis bioinformáticos de las secuencias genéticas 
de los aislamientos clínicos. De esta manera, recientemente, se han desarrollado desde 
sistemas de MLST (multi-locus sequences typing) para T. pallidum (141), N. gonorrhoeae 
(142) y C. trachomatis, a estrategias de secuenciación de genomas completos (143). Con esta 
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nueva aproximación en la caracterización de brotes, nuestro conocimiento sobre las dinámicas 
de transmisión y dispersión de agentes infecciosos en la población ha aumentado 
espectacularmente y se pueden obtener datos más completos, precisos y rápidos. Ejemplo de 
esta nueva aproximación de la epidemiología molecular aplicada a la Salud Pública pueden 
ser la caracterización de los casos de N. gonorrhoeae con resistencia a las quinolonas en 
Canadá (144) o susceptibilidad reducida a las cefalosporinas de amplio espectro y a la 
azitromicina en EEUU (145) o Europa, asociado al genogrupo G1407 (146).  
 
2. BROTES EPIDEMICOS POR C. trachomatis 
 
Aunque la infección genital por CT ha representado tradicionalmente la causa más 
común de ITS en los países desarrollados, con anterioridad a la era genómica, existían pocos 
casos documentados de brotes causados por CT. Al hacer una búsqueda bibliográfica resulta 
relativamente frecuente encontrar artículos que combinen en el título CT y epidemia, 
epidemia silente u oculta pero esos trabajos se refieren al incremento de la incidencia de 
nuevos casos, sin establecer nexos epidemiológicos entre ellos (147, 148). Sin embargo, la 
diferenciación de los genotipos de CT se ha revelado como una necesidad para establecer 
redes sexuales de transmisión o determinar casos judiciales de abusos sexuales (149). 
Solamente con anterioridad al año 2000 hemos encontrado un caso de transmisión familiar 
por CT en 1988 (150). A partir del año 2000, hay dos ejemplos paradigmáticos de la 
diseminación epidémica de cepas de CT. La dispersión en 2006 de la llamada variante Sueca 
(nvCT) y en 2003 el brote de LGV en varios países de Europa junto con casos esporádicos en 
EEUU (ver siguiente sección).  
La nvCT es una cepa de CT descrita en Suecia, perteneciente al genotipo E que sufrió 
una deleción de 377 bp en la región de CDS1 del plásmido críptico (151), casualmente la 
diana usada para el diagnóstico molecular en los sistemas comerciales de las principales 
empresas de diagnóstico (ver apartado 4.2.2 de introducción general). La sospecha fue 
generada al observarse, sin causa aparente, un descenso del 25% de los diagnósticos de 
infecciones por CT (152) y fue confirmada cuando las mismas muestras fueron evaluadas por 
otras plataformas que no usaban el plásmido críptico como diana de detección. Finalmente 
cuando se implantaron nuevas plataformas que permitían la detección de esta nueva variante 
el porcentaje de infecciones por nvCT llegó al 64% en algunas regiones de Suecia (153).  
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Figura 13. A) Incidencia de Chlamydia trachomatis en Suecia desde 1991 a 2007 (154). La línea 
discontinua marca la hipotética falta de diagnóstico que ocurrió por la dispersión de la variante nvCT. 
B) Plásmido de la variante sueca, nvCT, donde se muestran la delección de 377pb respecto a un 
plásmido críptico salvaje. (155). 
 
La modelización matemática permitió reconstruir que la epidemia podría haberse 
generado 2 años antes (154). Las empresas de diagnóstico implementaron sistemas de 
diagnóstico basado en 2 dianas (plásmido críptico y ompA o 16S rDNA) y ha planteado el 
debate si la mayor garantía diagnóstica usando herramientas moleculares debe estar basada en 
dos dianas, como ya ocurre en VIH-1 (156). 
Aunque la instauración de sistemas de detección de nvCT en Suecia ha disminuido la 
incidencia de esta variante (157), progresivamente se han ido documentando más países 
donde se ha detectado. Inicialmente los países próximos de Noruega y Dinamarca (158, 159), 
seguido de países centroeuropeos (160) y actualmente se ha descrito esta cepa en Rusia (161) 
o España (162), los dos países más distantes de Europa. 
 
 
3. BROTE DE LGV EN EUROPA 
3.1.  Antecedentes de los casos de LGV 
 Si bien la primera descripción de linfogranuloma venéreo ocurrió en 1833 por Wallace 
(163); El primer estudio describiendo la enfermedad apareció publicada en 1913 (164) Desde 
estos primeros estudios clínico-epidemiológicos se observó que afectaba mas a hombres 
procedentes de climas tropicales y subtropicales (165).  
A principios del s. XXI se consideraba que si bien pueden aparecer casos esporádicos de LGV 
en cualquier lugar del mundo (167, 168), las altas prevalencias parecen confinadas a países 
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tropicales de África, Asia y Sudamérica con tasas de incidencia entre 2,5%-11%, y que la 
descripciones de casos en países desarrollados serán casos importados, fuertemente 
vinculados a los flujos migratorios. Desde la década de los años 80 se describen algunos 
brotes epidémicos en países industrializados afectando a HSH, causados por L1 (173). En 
1989 se publica una acumulación de 27 casos de LGV en París todos ellos en pacientes no 
franceses, 25 de estos casos cursaron con adenopatías inguinales y solo dos de ellos con 
proctitis (169). También se detecta un aumento de estas infecciones en EEUU que se 
relaciona con la afluencia de inmigrantes de Asia y Sudamérica (170). Algunos trabajos entre 
1970-1980 ya proponen la realización de cribado en donantes de sangre y mujeres 
embarazadas, dada la elevada prevalencia de esta infección en zonas tropicales (171).  En el 
año 2000 se detecta un caso de LGV en un paciente homosexual en Rumanía causado por la 
cepa L2 (172).  
3.2.  Cambio epidemiológico: acumulación de casos de LGV en Europa. 
 
En el año 2003 se detectó en Holanda una acumulación de casos de proctitis aguda en 
HSH (174). Los análisis moleculares revelaron la presencia de una nueva variante del 
genotipo L2 de CT caracterizada por un cambio aminoacídico de serina por aspártico, en la 
posición 162 del gen ompA (175) a la que se denominó L2b. En los años sucesivos, se 
describió la presencia de esta nueva variante causando pequeños brotes en diversos países de 
Europa (176, 177) y más tarde y en menor medida en EEUU (178) y Australia (179). 
En Europa, la descripción de casos ocurrió casi radialmente desde Holanda. En 2004 
en Bélgica (180), 2005 en Alemania (181), Reino Unido (182), Suiza (183), Francia (184), 
España (185) y Suecia (186) Como consecuencia de este acumulo de casos, algunos países 
como Holanda (187) y el Reino Unido (240) establecieron programas de vigilancia de la 
infección por CT. 
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Figura 14. Número de casos de LGV confirmados en Holanda y Reino unido, únicos países con series 
temporales de LGV gracias a la disponibilidad de sistemas de notificación nacional (188, 189) 
Como respuesta a este cambio epidemiológico, el ECDC impulsó la instauración de 
medidas de control (190) entre 18 países europeos, a través de ESSTI (18). Estos programas 
de vigilancia y control, detectaron una disminución en el número de casos de LGV en los años 
sucesivos (18) tomando como referencia aquellos países con sistemas de vigilancia 
instaurados (187), de forma que en 2009 algunos autores consideraban que el brote de LGV 
desaparecería en un futuro próximo (191). Sin embargo esta aparente resolución permitió un 
mayor grado de relajación y LGV progresivamente dejó de ser un problema de salud pública. 
En esta aparente calma poco a poco mas países europeos continuaron describiendo casos en 
los años sucesivos (192). Así la epidemia seguía expandiéndose por otros países europeos 
como Portugal (193), Italia (194) o Austria (195) en 2008. Noruega y Dinamarca en 2011 
(196) y Finlandia (197), Republica Checa (192) y Croacia (198) en 2012. Finalmente en los 
últimos años se ha observado un repunte en el número de casos en aquellos países con 
sistemas de vigilancia establecidos. Tanto en el Reino Unido como en España (Barcelona) se 
detectó un incremento de aproximadamente el 115% en el número de casos de LGV entre 
2010 y 2011 (199). Preocupantemente, en Holanda, donde se describió el brote por primera 
vez, el incremento detectado fue del 265% en los primeros 6 meses de 2012 (200). Una 
situación similar se da en EEUU (www.bcdc.gov) y en México (www.dgepi.salud.gob.mx). 
Recientemente se han descrito casos de linfogranuloma en Líbano (201). 
Para completar la preocupante situación sobre la falta de control de este brote 
epidémico, los casos ya no se restringen a muestras rectales en HSH. Los recientes 
diagnósticos afectan a muestras faríngeas (197, 202) y mujeres (203, 204). 
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Figura 15. Evolución temporal del brote de LGV en Europa entre los primeros casos detectados en 
Holanda en 2003 y los últimos casos publicados en 2012. 
 
3.2.1. Características clínico-epidemiológicas del brote de LGV en Europa 
La presentación clásica del LGV consiste en el síndrome inguinal, caracterizado por la 
aparición de adenopatías inguinales y/o femorales, de localización uni o bilaterales, de 
aspecto inflamatorio y doloroso a la palpación, también denominados bubones. Las 
manifestaciones clínicas del brote descrito inicialmente en Holanda en 2003 y con 
posterioridad diseminado en casi todos los países de Europa, presentan algunas 
particularidades (205) tales como que se caracteriza por la presencia de una proctitis aguda y 
en algunos casos ulcerativa que puede ser confundida con patologías gastrointestinales como 
enfermedad inflamatoria intestinal o enfermedad de Crohn  (206, 207) y ausencia de bubones. 
Esta nueva presentación de la enfermedad, mas relacionado con prácticas sexuales que con 
cambio de tropismo bacteriano, ha generado en reiteradas ocasiones retrasos diagnósticos 
(208), con las implicaciones de dispersión de la enfermedad entre grupos vulnerables. 
Epidemiológicamente, los casos son casi exclusivamente asociados a hombres que 
tienen sexo con hombres (HSH) (124), con una incidencia del 75% de coinfección con VIH y 
en muchas ocasiones sin recibir tratamiento antirretroviral (7) lo que implica un elevado 
riesgo de transmisión en población seronegativa, siendo también frecuente la presencia de 
otras ITS concomitantes como sífilis o hepatitis C. Como factores de riesgo se han asociado el 
2003 2004 2005 2007 2011 2012 
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elevado número de parejas sexuales y el empleo de enemas  y juguetes sexuales en relaciones 
de riesgo (18). 
Comparado con el gran número de casos encontrados en muestras rectales de HSH, los 
casos de detección del LGV tanto uretrales como cervicales han sido residuales (204, 209). 
Esto podría deberse a un infradiagnóstico debido a una limitada vigilancia epidemiológica 
(210), ausencia de muestreo en muestras uretrales en colectivos HSH (211) o el incremento de 
casos asintomáticos en estas localizaciones (212) al menos en los estadíos iniciales de la 
infección, pudiendo constituir un reservorio importante de transmisión de estos genotipos 
(211) y aumentar las complicaciones a largo plazo. 
 
4. DESCRIPCIÓN DE CASOS DE LGV EN ESPAÑA 
 
 En Septiembre de 2004 se diagnostica el primer caso de LGV en Barcelona (213.). Se 
trataba de un HSH autóctono, pareja de un caso diagnosticado en Amsterdam. El paciente 
portaba la variante L2b asociada al brote epidémico. Tres meses más tarde en la misma ciudad 
se describe un segundo caso de LGV, en HSH de origen colombiano, ahora causado por una 
cepa L2 (185). No será hasta Septiembre de 2007 que se describan nuevos casos de LGV, 
nuevamente en Barcelona, (214) pero desde este momento se identifican en la ciudad 2-3 
casos/mes lo que indicaba el inicio del brote de LGV en España (215), confirmándose más 
tarde con el registro de 146 casos en el periodo desde 2007 a 2011, de los cuales el 49% 
ocurrieron en 2011(199), describiéndose también el primer caso en España de afectación 
inguinal y resistencia a múltiples tratamientos (216).  
 
  
 
Figura 16. Casos de LGV detectados en Barcelona entre 2007 y 2011. (199) 
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En otras ciudades españolas no existe una datación tan precisa como en Barcelona. En 
Bilbao se describe en 2008 una transmisión heterosexual causado por la variante L2 (217) y 
un año más tarde se describe en esta misma región un caso de LGV causado por la variante 
L2b (218). En 2010 se detecta el primer caso de LGV en Madrid causado por la variante 
epidémica L2b (219). En Asturias los dos primeros casos de infección por LGV se notifican 
en 2013 (220). Finalmente en 2014 se detecta L2b en HSH de las islas Canarias (221). 
 
  
 
OBJETIVO 
- ¿Existen casos de LGV en la CAM? De ser así, ¿Cuál es la relación con los brotes 
detectados en Europa en los últimos años? 
- Demostrar la circulación de cepas de CT asociadas a LGV entre población de riesgo 
de la CAM, estudiar la variabilidad genética y el posible origen del brote de LGV. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Periodo de estudio y centros participantes 
El periodo de estudio fue de dos años y seis meses, entre Mayo de 2009 y Noviembre 
de 2011. Los centros participantes fueron el Centro Sanitario Sandoval y el Hospital 
Universitario Ramón y Cajal, ambos en la Comunidad Autónoma de Madrid (CAM). 
El centro sanitario Sandoval es un centro de referencia en diagnóstico y tratamiento de 
las ITS en la CAM, actuando como centro centinela de estas infecciones. Ofrecen atención 
anónima y gratuita en toda el área sanitaria de la CAM, prestando especial atención a 
población de riesgo y/o con dificultades de acceso al sistema sanitario. Este centro realiza 
entre 20.000-30.000 consultas anuales, procesando alrededor de 20.000 muestras para análisis 
microbiológico, dando amplia cobertura a los patógenos más frecuentes causantes de ITS, 
tanto bacterianos como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, 
como víricos incluido VIH, VHB, VHC y HPV. 
El Hospital Ramón y Cajal es un hospital terciario de gestión pública, con cerca de 
1000 camas hospitalarias, actuando como centro de referencia para una población de más de 
550.000 habitantes, lo que representa más del 8% de la población madrileña. El Servicio de 
Microbiología trabaja en estrecho contacto con el Servicio de Enfermedades Infecciosas que a 
su vez cuenta con una Unidad específica de ITS. 
2. Muestras estudiadas 
Durante el periodo de estudio se procesaron un total de 13.585 muestras para 
diagnóstico microbiológico de Chlamydia trachomatis. 12.125 de las muestras procedían del 
Centro Sanitario Sandoval y 1.460 procedían de la Unidad de ITS del Servicio de 
Enfermedades Infecciosas del Hospital Ramón y Cajal. Las muestras procedían tanto de 
pacientes sintomáticos como asintomáticos. A todos los pacientes se les realizó un 
cuestionario personalizado recogiendo datos sobre prácticas sexuales de riesgo, uso de drogas, 
número de parejas sexuales, estado serológico de VIH y VHC así como historial previo de 
ITS.  
En cuanto a la localización anatómica de las muestras, 3.185 correspondían a muestras de 
exudado rectal, 2.420 fueron exudados uretrales, 5.462 endocervicales y 2.518 exudados 
faríngeos. Todas las muestras fueron recogidas con torunda de Dacron e inoculadas 
inmediatamente en medio de transporte adecuado para clamidias (proporcionados por los 
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fabricantes). Aquellas muestras procesadas en un periodo de tiempo inferior a 48 horas fueron 
conservadas refrigeradas a 4ºC, el resto se conservaron a -70ºC hasta su posterior 
procesamiento. 
3. Análisis clínico epidemiológico 
De todos los pacientes se recogieron datos  acerca de los signos y síntomas clínicos, 
así como de su estado serológico frente a VIH y virus de hepatitis. También se recopilo 
información sobre ITS concomitantes con la infección por CT-LGV. Se analizó la 
significación estadística de la asociación entre signos y síntomas con la presencia de los 
distintos genotipos encontrados, utilizando el método chi-cuadrado. Se consideró significativo 
un valor P<0.05. 
4. Diagnóstico microbiológico de C. trachomatis 
El diagnóstico inicial de CT se realizó por técnicas comerciales basadas en 
amplificación de ácidos nucléicos. El Centro Sanitario Sandoval empleó el sistema Abbott 
RealTime CT/NG (Abbott Molecular Diagnostics. Des Plaines, IL. USA) mientras que el 
Servicio de Microbiología del Hospital Ramón y Cajal empleo el sistema BD-ProbeTecTM 
ET CT/GC (Becton-Dickinson. Sparks, MD. USA). Ambas técnicas incluyen controles 
positivos y negativos para validación de los resultados. 
El sistema de Abbott RealTime CT/NG está basado en tecnología de PCR a tiempo 
real. Emplea una mezcla de 4 cebadores y dos sondas que amplifican dos fragmentos 
genéticos diferentes en el plásmido críptico presente en CT (ver introducción general apartado 
1.4.3). Este diseño permite detectar tanto la variante más común de CT, como la nueva 
variante descrita en Suecia, nvCT, con una deleción de 377pb en el plásmido (ver 
introducción capítulo 1, apartado 2.2). Para la extracción del ADN se realizó en el m2000sp, 
un sistema automatizado basado en partículas magnéticas. En el proceso de amplificación, las 
sondas fluorescentes hibridan con su diana específica produciendo una señal de fluorescencia 
que es proporcional al número de nuevas hebras de DNA formadas. Además de los controles 
positivos y negativos, este sistema incorpora un control interno que añadido previamente a la 
lisis de las muestras permite controlar el procedimiento tanto de extracción como de 
amplificación y detección, dando validez a los resultados. 
El sistema BD-ProbeTecTM ET CT/GC emplea la tecnología de amplificación por 
desplazamiento de hebra y posterior detección por transferencia de energía de fluorescencia, 
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empleando una mezcla de cebadores y una sonda que incorpora un marcador fluorescente que 
amplifican una región específica en el plásmido críptico. La lisis celular y extracción del 
material genético se realiza por calentamiento a 112-116ºC durante 30 minutos. Tras la lisis, 
se procede a la incubación a 68-72ºC con la mezcla de cebadores y sondas, posteriormente se 
realiza la amplificación del ADN por incubación a 51-54ºC con una mezcla de enzimas de 
restricción y ADN polimerasa. La presencia de ADN de CT se determina por el incremento de 
fluorescencia por encima del punto de corte establecido por el sistema. 
5. Detección de genotipos asociados a LGV 
Las muestras con resultado positivo tanto por Abbott RealTime CT/NG o BD-
ProbeTecTM ET CT/GC, en el cribado inicial de CT, se remitieron, en condiciones de 
refrigeración adecuadas, a la unidad de Virología Molecular del Hospital Ramón y Cajal. 
Estas muestras se mantuvieron a -20ºC hasta su procesamiento. En esta unidad se realizaba un 
doble ensayo de PCR en tiempo real (qPCR), con el material genético de la muestra recibida. 
Por un lado, para descartar falsos negativos, se realizaba una qPCR usando como fragmento a 
amplificar una región conservada del gen ompA presente en todos los genotipos de CT (230). 
.Por otro lado, se implementó un ensayo de qPCR, para la detección de todos los genotipos 
asociados a LGV (L1-L3), siguiendo las recomendaciones descritas por otros autores, quienes 
usaban la deleción de 36bp del gen pmpH (230, 231). La cepa de referencia ATCC VR-902B 
que corresponde a una cepa de genotipo L2 asociado con LGV fue incluida como control 
positivo en cada ensayo. 
En el protocolo para la detección genérica del gen ompA se empleo una mezcla de 3 
cebadores uno directo y dos reversos (CT-F, CT-R1 y CT-R2) y una sonda (CT-PB), capaces 
de amplificar todos los genotipos descritos de CT, mientras que para la detección específica 
de los genotipos L asociados al LGV se necesitaron solamente una pareja de cebadores (LGV-
F y LGV-R) y una sonda taqMan (LGV-PB) (Tabla 3).  
En ambos casos, la mezcla de PCR se llevó a cabo en un volumen total de 25 microL 
conteniendo 12,5 microL de 2x Taqman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una 
concentración final de cebadores de 150nm y 100 nm para la sonda y 5 microL del ADN 
extraído por cada reacción de amplificación. Las condiciones de PCR fueron idénticas en 
ambos casos. El protocolo consistió en 95ºC/10min para la activación de la polimerasa 
seguido de 40 ciclos de 94ºC durante 10 segundos para la desnaturalización de las hebras de 
ADN y 60ºC durante 30 segundos para la hibridación de cebadores y sonda y posterior 
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elongación. La adquisición de valores de fluorescencia se realizó en el paso de elongación a 
60ºC. 
 
Cebador Gen Posición Secuencia (5´-3´) 
CT-F 
ompA 124-193 
GGT TTC GGC GGA GAT CCT 
CT-R1 AGT AAC CAA CAC GCA TGC TGA T 
CT-R2 AGT AAC CCA TAC GCA TGC TGA T 
CT-PB FAM-CTT GCA CCA CTT GGT GTG ACG C-TAMRA 
LGV-F 
pmpH 377-438 
CTG TGC CAA CCT CAT CAT CAA 
LGV-R AGA CCC TTT CCG AGC ATC ACT 
LGV-PB FAM-CCG CCT GCT CCA ACA GTT AGT GAT G- BHQ1 
Tabla 3. Cebadores y sondas empleados en la confirmación de la presencia de CT en la muestra 
clínica y detección de genotipos asociados a LGV. Adaptado de (230). 
 
6. Secuenciación de los genes  pmpH y ompA 
Para asegurar la correcta diferenciación entre genotipos LGV y no-LGV obtenidos por 
la técnica de qPCR basada en la deleción de 36bp el gen pmpH, se seleccionaron 
aleatoriamente 45 muestras clínicas (18 positivas para LGV y 27 negativas), de las que se 
secuenció un fragmento de 404pb del gen, incluyendo la deleción mencionada. Una vez 
identificados los genotipos asociados a LGV y confirmados que la técnica propuesta permitía 
discriminar con precisión esos genotipos, se secuenció un fragmento de 1124pb del gen 
ompA, para establecer las relaciones filogenéticas entre los aislados de LGV detectados en 
este estudio. La secuencia de los cebadores empleados figura en la Tabla 4.  
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Cebador Gen Posición Secuencia (5´-3´) 
CTP1-F 
ompA 1-1124 
ATGAAAAAACTCTTGAAATCGG 
CTP2-R1 ACTGTAACTGCGTATTTGTCTG 
pmpH-F 
pmpH 380-784 
AAACCGTGAGTATTTCCGGA 
pmpH-R ATATGCCTCCTTCATTGTCTT 
Tabla 4. Cebadores empleados en la secuenciación de los genes ompA y pmpH. 
 
Para la amplificación, en ambos casos, se realizó PCR convencional empleando la 
polimerasa AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Norwalk, EEUU) en un volumen final de 
50microL conteniendo tampón de reacción (10x), Cl2Mg (1,5nM), dNTPs (0.2nM), 0,6 mM 
de cada primer y 1,5 unidades de enzima. Las condiciones de amplificación fueron 12 
minutos de desnaturalización a 94ºC seguido de 40 ciclos de 94ºC durante 30 segundos, un 
minuto a 59ºC y 1.5 minutos a 72ºC, seguido de un paso final de elongación durante 1.5 
minutos a 72ºC. 
La visualización de los productos amplificados se realizó por electroforesis en geles de 
agarosa al 1% en el caso de ompA y al 1,5% en el caso de pmpH, preteñidos con BrEt. El 
producto amplificado se purificó empleando ExoSAP-IT purification kit (USB Corp., 
Cleveland, OH, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante,  y posteriormente se 
secuenciaron con el sistema automático, basado en el método de Sanger, ABI Prism 377 (PE 
Norwalk, CONN, EEUU). 
7. Análisis de secuencias 
Las secuencias obtenidas de los fragmentos amplificados de ompA y pmpH fueron 
analizadas con el software Chromas 2.33 (Technelysium Pty Ltd. Brisbane. Australia). Se 
realizó un posterior alineamiento y edición manual junto con secuencias de referencia 
obtenidas de la base de datos pública del NCBI (Nacional Center for Biotechnology) (Tabla 
5) empleando el software CLUSTAL X v. 2.0 (232). Para descartar errores de secuenciación y 
alineamiento, las secuencias nucleotídicas fueron traducidas a proteína asegurando la ausencia 
de codones stop. 
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 NOMBRE* Número de acceso NOMBRE Número de acceso 
L2b/39 GQ413955 L1-440 M36533 
L2g-128C/07 EU676180 Ba-Apache2 AF063194 
L2b-Spa/260535 JF812080 B-Har36 DQ064297 
L2-CS-19/08 FJ943546 G-UW57 AF063199 
L2b144276 DQ217607 F-IC-Cal3 X52080 
L2bAMSTLGV AY586530 L3-404 X55700 
L2f-614C/07 EU676181 A-Har13 NC007429 
L2c-US CP002024 J-UW36 AF063202 
L2-434 M14738 I-UW12 AF063200 
L2a-UW396 AF304858 C-TW3 AF352789 
D-UW3 AE001338 H-580 DQ064289 
E-Bour X52557 K-UW31 AF063204 
Tabla 5.- Nombre y número de acceso de las secuencias de referencia obtenidas de la base de datos 
del NCBI. *La primera letra del nombre indica el genotipo de CT. 
 
8. Selección del modelo evolutivo para el análsis filogenético 
Para la selección del mejor modelo evolutivo para el análisis de nuestras secuencias se 
empleó el software J-Modeltest 0.1 (233), siguiendo el criterio de información de Akaike. El 
mejor modelo para el análisis del gen ompA fue el HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) con una 
proporción estimada de sitios invariables. El modelo seleccionado para el análisis de pmpH 
fue el de Tamura-Nei con una tasa de variación entre posiciones siguiendo una distribución 
gamma. 
9. Análisis filogenético por el método de diagrama de redes (median joining network) 
 Con aquellas secuencias, pertenecientes a genotipos asociados a LGV, con idéntica 
secuencia del gen pmpH, se contruyó una red (median-joining network) empleando el sotware 
Network v4.6.1.0 (http://www.fluxus –technology.com), conectando cada secuencia del gen 
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ompA con su secuencia más relacionada. Este software emplea un modelo de parsimonia, 
considerando nodos internos como secuencias sin muestrear o genotipos ancestrales 
extinguidos. Esta aproximación permite simular redes de transmisión entre los aislados de 
LGV en las secuencias estudiadas, que están bajo fuerte selección dependiente del 
hospedador. 
10. Análisis filogenético y temporal (BEAST) 
Para la obtención de las relaciones filodinámicas en el tiempo (filodinamia datada) se empleó 
una estimación bayesiana que utiliza el método de  cadenas de Markov de Monte Carlo 
(MCMC), implementado en el software BEAST v1.5.74. La fecha utilizada por cada 
secuencia fue el número de meses desde su detección, usando el modelo SRD06 de 
sustitución nucleotídica considerando  reloj molecular estricto y relajado. El árbol generado se 
analizó con el software TRACER v1.5 generándose un árbol consenso con TreeAnnotator. Se 
aceptaron valores de convergencia mayores de 200 del tamaño muestras efectivo (ESS). El 
software DnaSP v5.0 (236) se empleó para calcular los valores estadísticos D (Tajima) y F 
(Fu and Li) para rechazar la hipótesis de que todas las mutaciones son neutras, sin selección. 
Para encontrar posiciones bajo selección positiva  en la secuencia de proteínas se utilizó el 
programa MrBayes v3. 
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RESULTADOS 
1. Caracterización microbiológica del brote de LGV 
Globalmente de las 13.585 muestras analizadas, en 1.239 (9.1%) se obtuvo un 
resultado positivo en la PCR para detección de CT. La presencia de genotipos asociados a 
LGV fue encontrada en 94 muestras de las 1.239 donde la presencia de CT fue detectada 
inicialmente, representando el 7.6% de los casos de infección por CT y un 0,7% del total de 
muestras analizadas. Atendiendo a la distribución por centro sanitario, en el centro Sandoval 
se detectó la presencia de CT en 1.114 de 12.125 muestras analizadas (representando el 
9,18%), mientras que en el Hospital Ramón y Cajal se detectaron 125 infecciones por CT de 
1.460 muestras analizadas (8,56%). La incidencia de infecciones por CT es similar. Por el 
contrario, la incidencia de infecciones por LGV si mostró grandes diferencias, mientras que 
89 de 1.114 muestras procedentes del centro Sandoval fueron asignadas como LGV (8%), en 
el hospital Ramón y Cajal solo 5 de 125 con presencia de CT pertenecían a genotipos de LGV 
(4%). Lo que refleja que en ambos centros atienden a colectivos muy diferentes (grupos de 
riesgo mayoritariamente en el Centro Sandoval). 
De acuerdo a la localización anatómica de la infección, se detectó la presencia de CT 
en 332 de 5.462 muestras endocervicales (representando el 6%), 419 de 3.185 muestras 
rectales (13,2%), en 388 de 2.420 muestras uretrales (16%) y en 100 de 2518 muestras 
faríngeas. En cuanto a la distribución de los casos de LGV por la localización anatómica, la 
mayor proporción se encontró en muestras rectales, 82 casos/419 muestras con infecciones 
por CT (19,2%), seguidos por 10/338 muestras uretrales (2,6%) y en menor proporción en las 
muestras endocervicales con solo 2/332 (0,6%) mientras que en muestras de origen faríngeo 
no se encontró ningún genotipo asociado a LGV. La mayoría de los casos (92,5%) fueron 
detectados en varones homosexuales. Los hallazgos más  preocupantes fueron la fuerte 
asociación LGV y VIH (69/94 representando el 79,3%) y que de estos, 41 pacientes 
presentaban valores de carga viral superiores a 4log, lo que supone un riesgo alto de co-
transmisión. 
La distribución de casos de LGV incrementó de manera constante a lo largo del 
periodo de estudio (Figura 17). En 2009, se identificaron 10 casos, 30 casos en 2010 y 54 en 
2011, lo que supone un incremento de 120% en 2009-2010 y un 80% en el periodo 2010-
2011. Lo más preocupante de estos últimos datos son que los casos detectados en 
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heterosexuales, correspondientes a cuatro hombres y tres mujeres, fueron diagnosticados en el 
último periodo del estudio, año 2011.  
 
  
 
En relación al origen de los casos, 55,5% fueron españoles, 35,5% sudamericanos, 6% 
europeos y un 3% de otros países.  
2. Validación de la PCR en tiempo real del gen pmpH 
 Las 45 muestras aleatoriamente seleccionadas entre aquellas muestras en las que se 
había determinado, por qPCR, la presencia de genotipos asociados a LGV basados en la 
deleción en pmpH, asi como de las muestras en las que se confirmó la presencia de CT, pero 
no pertenecientes a los genotipos asociados a LGV se obtuvo un árbol filogenético de máxima 
verosimilitud. De esta manera se comprobó que todas las asignaciones en genotipos LGV y 
no-LGV fueron correctamente realizadas (figura 18). Por lo tanto, hubo una concordancia del 
100% empleando la PCR en tiempo real sobre la deleción en pmpH como diagnóstico de los 
genotipos asociados a LGV. Debido a la naturaleza conservada de este gen entre los aislados 
de CT, no puede ser utilizado para inferir la dinámica de transmisión del brote de LGV.  
 
 
N
º
 
ca
so
s 
m
en
su
al
e
s 
de
 
LG
V 
2009 
  
  
2010 
  
2011 
(10 casos) (30 casos) (54 casos) 
0 
2 
4 
6 
8 
10 
12 
E
n
e
ro
-1
0

F
e
b
re
ro
-1
0

M
a
rz
o
-1
0

A
b
ri
l-
1
0

M
a
y
o
-1
0

Ju
n
io
-1
0

Ju
li
o
-1
0

A
g
o
st
o
-1
0

S
e
p
e
m
b
re
-1
0

O
ct
u
b
re
-1
0

D
ic
ie
m
b
re
-1
0

N
o
v
im
b
re
-1
0

E
n
e
ro
-1
1

M
a
rz
o
-1
1

A
b
ri
l-
1
1

Ju
n
io
-1
1

A
g
o
st
o
-1
1

S
e
p
e
m
b
re
-1
1

O
ct
u
b
re
-1
1

F
e
b
re
ro
-1
1

M
a
y
o
-1
1

Ju
li
o
-1
1

Ju
n
io
-0
9

Ju
li
o
-0
9

A
g
o
st
o
-0
9

S
e
p
e
m
b
re
-0
9

O
ct
u
b
re
-0
9

D
ic
ie
m
b
re
-0
9

N
o
v
im
b
re
-0
9

M
a
rz
o
-0
9

A
b
ri
l-
0
9

M
a
y
o
-0
9

Figura 17. Distribución temporal de los casos de LGV a lo largo del periodo de estudio.  
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Figura 18. Árbol filogenético obtenido por el método de neighbor-joining, con las 45 secuencias 
del gen pmpH de nuestras muestras. En negrita figuran los genotipos de referencia. La rama roja 
representa los genotipos asociados a LGV con las muestras que dieron resultado positivo por la qPCR 
de LGV, la negra los genotipos de tracoma y la verde los genotipos urogenitales no invasivos con las 
muestras negativas por qPCR para LGV  
 
 
 
  
68 
 
3. Incidencia de LGV en la CAM durante el periodo de estudio 
3.1. Presentación clínica 
De los 94 casos positivos, 84 presentaron sintomatología desde leve o moderada (picor 
y diarrea) a proctitis severa (hemorragia). 10 de los casos fueron detectados en personas 
asintomáticas. Los signos más característicos encontrados en los casos rectales fueron edema, 
secreción purulenta, sangrado y presencia de ulceraciones. Un 46,8% de los casos presentaron 
otras infecciones concomitantes, principalmente en los casos de LGV de localización rectal. 
25 de 82 casos de LGV rectal presentaron algún estadío de sífilis y 13 casos de gonorrea. 
Entre los casos uretrales, en cuatro casos se detectó Neisseria gonorrhoeae y en uno 
Ureaplasma urealyticum. (Tabla 6) 
3.2. Respuesta al tratamiento 
En concordancia con las guías de práctica clínica, 75 pacientes (80%) fueron tratados 
con un régimen de doxiciclina (100mg cada 12 horas, durante 21 días).  
Dieciseis pacientes asintomáticos o sin sospecha de infección por LGV en la 
exploración inicial recibieron tratamiento con una sola dosis de azitromicina 1g. En estos 
últimos, una vez se obtuvo el diagnóstico microbiológico de LGV, se cambió al tratamiento 
con doxiciclina durante tres semanas. Únicamente 3 pacientes no recibieron tratamiento 
antibiótico al no cumplir criterios clínicos tras la exploración inicial y no acudir a consulta 
una vez obtenidos los resultados de microbiología. En 57 pacientes (60%) que volvieron a 
consulta después de finalizar el tratamiento, se realizó PCR de control post-tratamiento, 
confirmándose la erradicación de CT en 54 de ellos. Los tres paciente en los que la PCR post-
tratamiento resultó positiva, habían sido tratados con el régimen indicado de doxiciclina y en 
la exploración inicial presentaban un cuadro de proctitis severa. Estos pacientes recibieron un 
segundo ciclo de antibioterapia con moxifloxacino, 400mg al día durante 7 días (237) tras el 
cual un nuevo control post-tratamiento confirmó la erradicación de cepa. 
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Muestra N CT LGV  VIH Otras 
ITS1 
Clínica 2 Síntomas 
(%) 
Signos  
(%) 
Rectal 3,185 419 82* 66 
(+1desconocido) 
3(40/50 carga viral
detectable) 
42 
 
Secreción 
purulenta 
32.9 53.6 
4Dolor/tenes
mo 
60  
Sangrado 43.9 23.1 
Ulcera 8.5 23.1 
Mucus 4.8 14.6 
Diarrea 7.3  
Picor 8.5  
Ninguno     10.9 
Uretral2 2,420 388 10# 3 (+2 
desconocido) 
2(1/1 carga viral 
detectable) 
 
5 5Secreción 
purulenta 
  6 
Ulcera+ 
linfadenopatia 
inguinal 
   2 
Linfadenopatía    1 
Balanitis    1 
      Nínguno    0 
Cervix6 5,462 322 2+ 1 desconocido    
Faríngea 2,518 100 0     
TOTAL 13,585 1,239 94 69 47   
 
Tabla 6.- Características clínicas de los 94 pacientes con diagnóstico de LGV, en relación al tipo de 
muestra. (1)Las ITSs, no VIH, incluidas fueron sífilis (25 casos), gonorrea (13 casos), C. trachomatis 
non-LGV (dos casos), herpes genital  (un caso) y HBV (un caso). (2)Características clínicas diferenciadas 
en proctitis severa o leve/moderada. (3)La carga viral no pudo ser determinada en todos los pacientes con 
VIH. (4)Los síntomas y signos se muestras conjuntamente. (5)Cuatro de estos pacientes presentaron 
uretritis gonocócica. (6)Las características clínicas no se muestras pues el número de casos LGV positivos 
es muy bajo. (*) Sólo un caso se detectó en una mujer.(#) Seis pacientes eran HSH. (+)Un paciente fue 
asintomático. 
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4. Caracterización epidemiológica del brote de LGV, basado en el análisis filogenético del 
gen ompA  
Los estudios de epidemiología molecular para la caracterización del brote de LGV en 
Madrid, se basaron en el estudio de la secuencia del gen ompA. Se obtuvo una secuencia de 
este gen en 75 muestras. Para evitar errores de secuenciación se trabajó con un fragmento 
interno de 858pb del total de la secuencia obtenida. En las 21 muestras restantes no se 
consiguió amplificación o ésta fue insuficiente para realizar estudios de secuenciación. En la 
región de 858 bp analizada las secuencias de los genotipos L2 y L2f son idénticas, por lo que 
al no poder discriminar entre ambos, en adelante nos referiremos a estas capas como L2/L2f. 
Se realizó un análisis filogenético por el método de diagrama de redes (programa 
network) con las secuencias de ompA obtenidas, y usando secuencias descritas de genotipos 
LGV. El árbol filogenético de red obtenido, mostró la presencia de dos nodos principales de 
transmisión, diferenciados por una única diferencia aminoacídica (N162S). 57 de las 75 
secuencias analizadas, fueron englobadas en uno de los dos nodos constituidos por las 
secuencias de referencia utilizadas de los genotipos L2b o L2/L2f (Figura 19). 25 secuencias 
se englobaron en el nodo de referencia de la variante L2b caracterizada en la gran mayoría de 
los brotes descritos recientemente a nivel mundial, mientras que 37 lo hicieron en el de 
L2/L2f (la variante L2f se describió en una mujer Portuguesa asintomática, en 2007 (238). 
También se identificaron 13 nuevos variantes que presentaban cambios de aminoácidos no 
descritos previamente, derivados de L2/L2f y L2b. 
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A)
*L2e
L2b
L2g
L2cPt5*
L2d
B)
23
36
2
2
1
1
1
1
1
3
1
1
1
1
1
1
1
1
1
21
2
3
L2a
L2bL2/L2f
L2g
L2cPt5
L2d
N162S
A166T
A86V
L173F
T167I
T92A; A91T
D1
80Y
D49H
S59N
D71H
D180Y
Q75R
L173I
Q75R
D71H
S275T;
 K241N
H165Y
Q75R
N121T1 37 25
3
2
2
L2/L2f
 
Figura 19. Análisis por diagrama de redes de 75 secuencias de aislados de LGV basado en 
ompA/MOMP. (A) Análisis de la secuencia nucleotidica (B) Análisis de la secuencia de proteína. 
*Indica secuencias más cortas que el fragmento analizado. Los números en el interior de los círculos 
indican el número de secuencia incluidas en cada nodo y los números sobre las líneas el número de 
diferencias nucleotídica entre cada nodo. Los cambios aminoacídicos se indican en cada rama 
referidos a la numeración de la cepa de referencia (AM884176). Los cambios indicados en cursiva 
están presentes en más de una variante. Las variantes L2e y L2 no están representadas por ser idénticas 
en el fragmento analizado a la variante L2f. Las diferencias en el número de variantes incluidas en 
cada nodo entre A) y B) se corresponden con la presencia de mutaciones sinónimas. El color gris 
corresponde a la proporción de secuencias de referencia. Los puntos de color negro indican secuencias 
no obtenidas o genotipos ancestrales extinguidos. Los números de acceso de las secuencias de 
referencia empleadas son: L2a (AF30485); L2/(AM884176); L2b (AM884177); L2c (NC_015744); 
L2d (EF460797); L2e (EF460798); L2f (EU676181); L2g (EU676180). 
 
 De acuerdo con la numeración de la cepa L2/434, se encontraron seis sustituciones no 
sinónimas dentro de los dominios variables de MOMP VD-I (A91T y T92A) y VD-II 
(N162S, H165Y, L173I y D180Y), donde se localizan los principales epítopos que participan 
en la neutralización así como en la respuesta a anticuerpos empleada en el serotipado (239). 
Adicionalmente, varias sustituciones no sinónimas se seleccionaron en más de un caso (tal 
como Q75R, D71H y D180Y), lo que sugiere la existencia de selección positiva o eventos de 
recombinación. 
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5. Diferencias en la presentación clínica de las variantes L2b y L2/L2f 
Una vez identificada, por primera vez, la co-circulación de dos variantes relacionadas 
con el brote de LGV, se estudiaron si las grandes diferencias en la presentación clínica desde 
leve-moderada a grave descritas previamente podían corresponder a la infección causada por 
una u otra variante. La tabla 7 refleja la diferencia en los signos y síntomas observados en 
relación a cada variante.  
 
Tabla 7. Características clínicas de los casos en función de la variante L2/L2f o L2b detectada. Los 
números en negrita indican aquellos síntomas en los que se encontraron diferencias significativas entre 
las dos variantes. (1) A excepción de HIV las ITSs incluidas fueron sífilis y gonorrea.(2) 8 pacientes 
HIV-positivos con LGV en la muestra rectal también fueron HCV positivos.(3)No significativo. 
 
En general, los pacientes en los que se encontró la variante L2/L2f mostraron una 
sintomatología menos severa que aquellos en los que estaba presente la variante L2b, a 
excepción de la presencia de úlceras anales. Se encontró significación estadística en la 
asociación entre la variante L2b y la presencia de hemorragia y dolor (P<0.05). 
 
 
 L2b (%) L2/L2f  (% ) p 
SINTOMAS    
Secreción purulenta 20 19.3 ns3 
Dolor 75 45 0.035 
Hemorragia 70 32.2 0.008 
Ulcera 0 9.6  
Sin sintomas 5 12.9 ns 
SIGNOS    
Secreción purulenta 55 58 ns 
Sangrado 30 22.5 ns 
Ulcera 25 22.5 ns 
Adenopatías 0  9.6  
Sin signos 5 6.4 ns 
HIV    
Positivo 80 87.1 ns 
Negativo 15 12.9 ns 
Desconocido 5 0  
HCV    
Positivo 152 12.9 ns 
Negativo 65 64.5 ns 
Desconocido 20 22.5 ns 
ITS concomitantes1    
SI 60 54.8 ns 
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6. Análisis de filogenia datada  
Siguiendo el método bayesiano, se realizó filogenia datada, encontrando dos clados 
estadísticamente diferenciados (P>97%), correspondiendo con los nodos encontrados en el 
análisis de redes de transmisión (figura 20).  
 
Figura 20. Árbol de filogenia datada por análisis Bayesiano. Los números en negrita indican la 
probabilidad estadística. El asterisco identifica un subclado o red de transmisión. 
 
A priori, esta estimación sugiere que la variante L2b descrita en Amsterdam en 2003 
(AMST-L2b) puede ser el ancestro común más reciente del clado-L2b. No se observa 
evidencia de la presencia de esta variante en Madrid anterior al año 2007, aunque esta 
variante pudo ser introducida desde el norte de España (BC-España) en los meses previos a 
2007 (218). Atendiendo al origen de los pacientes, en el clado-L2b, 38.7% de los pacientes 
eran españoles y 45,3 de Sudamérica. Dentro de este clado, un subgrupo de 7 pacientes (*) se 
diferencia significativamente (p>95%) pero no podemos concluir si representa un nuevo clado 
o nodo de transmisión. 
En cuanto a las secuencias dentro del clado-L2f, podrían haber circulado en la 
península Ibérica desde 2006 (238) aunque no existe evidencia de su presencia en nuestra 
0,99
0,96
1
60.0
0,060,0120,0180,0240,0300,0360,0420,0480,0540,0
L2g_Portugal
AMST-L2b
L2
L2a
L2f_Portugal
BC-España
España
Sudamérica
Europa
Africa
Desconocido
meses
(Dic2011)
(2007)
*
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población hasta finales del 2007. La secuencia más antigua encontrada en este clado se 
encontró en un paciente de Sudamérica y en dos españoles. El 50% de los casos, en este 
clado, se encontraron en españoles y un 28,2% en pacientes originarios de Sudamérica. 
Por tanto, se demuestra la presencia de dos brotes simultáneos de LGV coexistiendo 
en nuestro medio, causados por dos variantes del genotipo L2/L2f y L2b. Aunque no podemos 
excluir si la variante L2/L2f derivó evolutivamente de L2b en nuestro entorno (L2f solo se ha 
descrito en la península Ibérica), aunque más bien esta representación indica dos 
introducciones independientes en un corto periodo de tiempo entre 2006 y 2007. 
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DISCUSIÓN 
La detección, genotipado y estudio de epidemiología molecular del brote de LGV en la 
Comunidad de Madrid se ha basado en dos etapas. Por un lado, la detección de los genotipos 
asociados a LGV mediante qPCR del gen pmpH por su buena relación entre linaje y patotipo. 
Por otro lado la secuenciación del gen ompA que codifica para la principal proteína de 
membrana externa, MOMP, por su alta capacidad antigénica y por tanto especialmente 
sensible a la acumulación de  cambios. En nuestro conocimiento, este trabajo representa uno 
de los estudios más completos sobre la epidemiología molecular de los brotes de LGV que se 
están produciendo a nivel mundial en los últimos años ya que incluye cerca de 100 aislados de 
los que en 75 muestras se obtuvo una secuencia de 858 pb del gen ompA. 
Los hallazgos más relevantes de este trabajo son comentados en 4 áreas: Salud 
pública, epidemiología molecular, filodinámica, e implicaciones clínico-terapéuticas. Desde el 
punto de vista de salud pública es preocupante el aumento constante, año a año, en el número 
de casos detectados pasando de 10 casos en 2009 a 54 casos en 2011, reflejando que el brote 
está lejos de ser controlado. Agrava esta situación que en el último año de este estudio se 
detectan los primeros casos de LGV en mujeres y hombres heterosexuales, lo que indica el 
inicio de la dispersión del brote a otros grupos poblacionales no descritos hasta el momento. 
En otros países europeos con sistemas de vigilancia activos, como Holanda (211) o Reino 
Unido (240) también se han reportado resultados similares. En estos países, como Alemania 
(241), se observa una dinámica bimodal del brote, siendo preocupante que el número de casos 
es mayor ahora que al comienzo del brote, aunque la razón se desconoce. Al igual que en el 
resto de brotes descritos a nivel mundial, donde varios autores han descrito la fuerte 
asociación entre infección por LGV y VIH (7), en el brote epidémico por LGV en Madrid el 
73,4% de los pacientes (69/94) presentaron serología positiva a VIH. Pero, alarmantemente en 
este trabajo se describe por primera vez que 51/69 pacientes coinfectados VIH-LGV (80%) 
tenían carga viral >4log. De hecho en 4 pacientes el diagnóstico de LGV coincidió con 
primoinfección por VIH. Esta situación refleja el elevado riesgo de co-transmisión entre el 
LGV y el VIH, revelando nuevamente el grave problema de salud pública que es el brote de 
LGV en Madrid. 
Desde el punto de vista de epidemiología molecular, el hallazgo más destacable ha 
sido la identificación por primera vez de la co-circulación de 2 genovariantes, L2b y L2/L2f. 
Los brotes epidémicos descritos desde 2003 indicaban que todos los casos eran causados por 
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la cepa L2b (54, 242-245), lo que sugería una dispersión de la misma cepa desde el caso 
índice en Holanda (246). Sin embargo nuestro trabajo revela dos nodos de transmisión debido 
a dos variantes diferentes de LGV. Uno de estos nodos, está constituido por 25 secuencias 
idénticas a la secuencia de la variante L2b descrita en Holanda. Otras 5 variantes de L2b con 
1-3 cambios aminoacídicos no descritos previamente, fueron también encontradas. 
Recientemente la variante L2b con el cambio L173F (conocida como L2g y descrita en la 
península Ibérica) o con el cambio L173I han sido descritas en EEUU (247). El segundo 
nodo, constituido por 37 secuencias, corresponde a la variante L2/L2f descrita en los años 70 
en EEUU y en Portugal en 2009 (238). Seis variantes derivadas del genotipo L2/L2f, con 1-4 
cambios aminoacídicos tampoco han sido descritos hasta el momento. Esta situación 
epidemiológica presenta un escenario no descrito previamente en ninguno de los recientes 
brotes descritos a nivel mundial. Stary y col (195) y Gomes y col (238), en su descripción de 
los brotes de LGV en Austria y Portugal, respectivamente, describen la presencia de variantes 
respecto a la cepa de referencia L2b, pero se trata de casos aislados, siendo el mayor 
porcentaje de casos encontrados en estos países debido a la nueva variante L2b. En EEUU 
durante 2014 (247), han descrito la co-circulación de L2b y mayoritariamente L2b-L173I, 
sugiriendo que a medida que el brote epidémico por LGV se prolonga en el tiempo se 
observarán procesos de diversificación (248). Por otra parte, la selección de genovariantes con 
cambios en la misma posición (cambios en la leucina-173), así como la selección del mismo 
cambio en varias ocasiones (D71H, Q75R o D180Y), como revela la figura 12 y que 13/16 
cambios nucleotídicos detectados correspondan a sustituciones no-sinónimas, sugieren que 
MOMP está bajo selección positiva (58), apoyado por los datos observados en EEUU donde 
la variante L2b con el cambio L173I esta desplazando a la variante L2b. Siete de esos 
cambios aminoacídico s(A91T and T92A, N162S, A166T, T167I, L173I y D180Y, 
corresponden a los dominios variables (VD), donde están localizados los determinantes 
antigénicos y probablemente representa mutantes de escape a la neutralización por el sistema 
inmune (239). 
Desde el punto de vista de la filodinamia, la coexistencia de 2 genovariantes permite 
sugerir diferentes dinámicas de transmisión. La variante L2/L2f se encontró principalmente en 
pacientes de origen español (p<0,001), mientras que la variante L2b que se dio de forma 
similar en españoles y sudamericanos. Este dato junto con el resultado presentado en la figura 
20, permiten sugerir que la introducción en nuestra región de las genovariantes L2b y L2/L2f 
constituyen dos fenómenos independientes que ocurrieron entre 2006-2007. La introducción 
de L2b pudo ocurrir desde Centro-Europa a través del norte de España (Barcelona y/o Bilbao) 
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(185, 217) que pudo tener a su vez un origen en muestras de personas procedentes de 
Sudamenrica, mientras que la variante L2/L2f pudo haber surgido aquí (L2f solo ha sido 
descrita en la península Ibérica) lo que explicaría su alta proporción entre población autóctona 
y estrachamente relacionada con  L2 que es la genovariante más prevalente en América (249). 
Teniendo en cuenta el elevado flujo de inmigración entre España y Sudamérica entre los años 
2005 y 2007, es de esperar una ruta bidireccional de transmisión de enfermedades infecciosas 
como el LGV o el VIH (107). Así pues, podemos considerar como hipótesis que la variante 
L2/L2f llegó a España vía Sudamérica mientras que la variante L2b entró desde Europa por el 
Noreste de la Península Ibérica.  
Desde el punto de vista de las implicaciones clínico-terapéuticas. La particular 
situación epidemiológica encontrada, abre la posibilidad de relacionar la forma de 
presentación del cuadro infeccioso con la presencia de una u otra variante. Se encontró una 
asociación significativa entre la presencia de la variante L2b y la aparición de dolor y 
hemorragia (Tabla 7). Por el contrario los casos con sintomatología leve o asintomáticos, 
todos presentaban la genovariante L2/L2f. Según esta asociación de genovariantes a cuadro 
clínico con mas sintomatología, permite sugerir que las L2/L2f tendrán más oportunidades de 
diseminarse en la población y si la situación perdura en el tiempo L2/L2f podrá ir desplazando 
a L2b, aunque también las posibilidades de identificarla serán menores. Sin embargo, la 
presencia de un único cambio aminoacídico entre las dos variantes, no es suficiente como para 
justificar una diferencia en la presentación clínica del LGV, pero podría ser un marcador 
pronóstico de sintomatología más grave. En relación con esto, la secuencia de ompA de la 
variante hipervirulenta L2c (250) es idéntica a la variante L2b. Si bien L2c es un 
recombinante entre un genotipo L2 y un genotipo D en otras regiones del genoma. La no 
existencia de secuencias de otras regiones genómicas de la variante L2/L2f supone una 
limitación a nuestras conclusiones.  
Atendiendo a la eficacia del tratamiento no encontramos diferencias significativas, si 
bien en 3 pacientes con proctitis severa no se erradicó la cepa, estos datos no son suficientes 
para encontrar significación estadística. El tratamiento recomendado de doxiciclina 21 días 
fue el tratamiento de elección, sin embargo no existe un criterio claro para pacientes con 
infección persistente. En nuestro caso el tratamiento con moxifloxacino fue eficiente, sin 
embargo recientemente se ha recomendado como terapia de 2ª opción azitromicina (251).
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a lymphogranuloma venereum outbreak in Madrid, Spain:
co-circulation of two variants
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Abstract
The lymphogranuloma venereum (LGV) outbreak described in the Netherlands in 2003, increased the interest in the genotyping of
Chlamydia trachomatis. Although international surveillance programmes were implemented, these studies slowly decreased in the following
years. Now data have revealed a new accumulation of LGV cases in those European countries with extended surveillance programmes.
Between March 2009 and November 2011, a study was carried out to detect LGV cases in Madrid. The study was based on screening of
C. trachomatis using commercial kits, followed by real-time pmpH-PCR discriminating LGV strains, and finally ompA gene was sequenced
for phylogenetic reconstruction. Ninety-four LGV infections were identified. The number of cases increased from 10 to 30 and then to 54
during 2009–2011. Incidence of LGV was strongly associated with men who have sex with men; but in 2011, LGV cases were described in
women and heterosexual men. Sixty-nine patients were also human immunodeficiency virus (HIV) positive, with detectable viral loads at
the moment of LGV diagnosis, suggesting a high-risk of co-transmission. In fact, in four patients the diagnosis of HIV was simultaneous
with LGV infection. The conventional treatment with doxycycline was prescribed in 75 patients, although in three patients the treatment
failed. The sequencing of the ompA gene permitted identification of two independent transmission nodes. One constituted by 25
sequences identical to the L2b variant, and a second node including 37 sequences identical to L2. This epidemiological situation
characterized by the co-circulation of two LGV variants has not been previously described, reinforcing the need for screening and
genotyping of LGV strains.
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Introduction
Lymphogranuloma venereum (LGV) cases have rarely been
diagnosed in industrialized countries, but in 2003 a small LGV
outbreak was described in the Netherlands among men who
have sex with men (MSM) [1]. Later, further outbreaks were
rapidly communicated across many European countries [2]. As
a consequence, alerts about the increase in LGV cases were
communicated for the European Centre for Disease Prevention
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EEUU) en un volumen final de 50microL conteniendo tampón de reacción (10x), Cl2Mg 
(1,5nM), dNTPs (0.2nM), 0,6 mM de cada primer y 1,5 unidades de enzima. Las condiciones 
de amplificación fueron 12 minutos de desnaturalización a 94ºC seguido de 40 ciclos de 94ºC 
durante 30 segundos, un minuto a 59ºC y 1 minutos a 72ºC, seguido de un paso final de 
elongación durante 1.5 minutos a 72ºC. La visualización de los productos amplificados se 
realizó por electroforesis en geles de agarosa al 1% preteñidos con BrEt. 
Se obtuvo amplificación positiva en 63 muestras correspondientes al periodo desde Junio de 
2013 a Junio de 2014. La variante L2/L2f se detectó en un 65 % (41/63) de los casos (53% en 
el período anterior). La distribución de las dos variantes por localización anatómica se 
muestra en la tabla S.1. 
 
MUESTRA L2/L2f L2b 
RECTAL 34/63 (54 %) 18/63 (28,6%) 
URETRAL 5/63 (7,9 %) 0 
CERVICAL 1/63 (1,6 %) 0 
ULCERA 1/63 (1,6 %) 3/63 (4,7 %) 
ADENOPATIA 0 1/63 (1,6 %) 
TOTAL 41/63 (65 %) 22/63 (35 %) 
Tabla S1. Distribución de las variantes L2/L2f y L2b por tipos de muestra. 
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INTRODUCCIÓN 
 
1. IMPACTO ECOLÓGICO-EVOLUTIVO DE LA CO-CIRCULACION DE 
VARANTES INVASIVAS Y NO INVASIVAS DE Chlamydia trachomatis 
  
El brote de LGV descrito en Europa, incluyendo España, junto con la incrementada 
descripción y caracterización de infecciones por CT, supone un nuevo escenario 
epidemiológico: la co-circulación de variantes invasivas (LGV) y no invasivas (no-LGV) de 
una misma especie. Esta nueva realidad epidemiológica puede tener implicaciones evolutivas 
importantes, al existir la posibilidad de seleccionar nuevas variantes, resultado de eventos de 
recombinación entre genotipos invasivos y no-invasivos (250). Hasta fechas recientes, como 
consecuencia del ciclo biológico de CT, se asumía que esta especie tenía pocas oportunidades 
de intercambiar material genético con otros miembros de la misma especie o especies 
evolutivamente próximas (275). La reciente disponibilidad de secuencias de genomas 
completos de CT ha permitido realizar estudios de genómica comparada (58), revelando que 
el genoma de Chlamydia es el resultado de múltiples eventos de recombinación y por tanto 
posee una alta capacidad de generación de nuevas variantes (276). Además la implementación 
en los programas de cribado de realizar estudios de CT a población asintomática de riesgo 
(mujer menor de 25 años, sexualmente activa y a varones homosexuales) ha confirmado que 
el mayor porcentaje de las infecciones por CT ocurren de manera asintomática (263, 277, 
278), lo que contribuye a la diseminación y a incrementar las posibilidades de estar 
simultáneamente infectado por más de un genotipo de CT. 
1.1. Tasas de infecciones mixtas 
Del apartado anterior se concluye que CT tiene una capacidad de generar 
recombinantes superior a lo que su ciclo biológico permitía suponer, pero es condición 
primera que más de un genotipo coexista simultáneamente en un mismo nicho ecológico, es 
decir en el mismo tejido o célula (54, 276). Por tanto, la probabilidad de que surja un nuevo 
recombinante será proporcional a la tasa de coinfecciones existente.  
La prevalencia de infecciones mixtas simultáneamente causadas por diferentes 
genotipos de CT es <3% en Europa, EEUU o Australia (313-318). Por el contrario fuera de 
esas regiones las tasas de coinfecciones son mas prevalentes con porcentajes del 10% en 
Sudamérica, que llegan hasta 18% en Asia y superan el 21% en regiones de África (319-321). 
Sin embargo la información de estos datos debe ser interpretada con prudencia, pues se trata 
solamente de estudios puntuales en cohortes muy específicas durante periodos de tiempo 
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generalmente cortos. En la mayoría de los laboratorios de diagnóstico clínico, solamente se 
realiza la detección de CT basado en la amplificación de regiones conservadas en todas las CT 
(plásmido, rrn…). Pero una vez detectada la presencia de CT en una muestra biológica no se 
realizan estudios posteriores ya que el tratamiento antibiótico no cambiará si la infección es 
producida por uno o por más genotipos de CT. En la actualidad con la capacidad de identificar 
y comunicar infecciones por CT y las herramientas para poder discriminar infecciones mixtas, 
la implementación de esta tecnología nos permitirá tener una información más real de las 
tasas de coinfecciones y conocer si las posibilidades de generar recombinantes está asociado a 
determinadas poblaciones vulnerables o incluso si los posibles fracasos terapéuticos estén 
asociados a la presencia de infecciones mixtas como sugiere los resultados experimentales de 
Jeffrey y col (276) o de Suchland y col (322). 
 
1.2 Impacto de las infecciones asintomáticas en la generación y frecuencia de 
infecciones por nuevas variantes 
 
 Otro factor importante a tener en cuenta, en la posible selección de nuevas variantes, 
es la existencia de infecciones asintomáticas. En estos casos los pacientes están crónicamente 
infectados, aumentando el riesgo de coinfección, así como las consecuencias a largo plazo por 
la falta de una detección adecuada en un corto período tiempo. Por otro lado la existencia de 
redes sexuales en las que se producen múltiples y repetidos contactos sexuales podrían 
contribuir al mantenimiento y dispersión de estas formas recombinantes (323). Es bien 
conocido el elevado porcentaje de infecciones asintomáticas causadas por genotipos 
urogenitales no invasivos, mayoritariamente el genotipo E (324, 325), el cual es también el 
más prevalente en la población española (220). Agravando esta situación, los casos de LGV 
asintomáticos están aumentando en los últimos años. En 2003, prácticamente el 100% de los 
casos detectados de LGV presentaron sintomatología, pero en los últimos años se han 
detectado entre un 25 y un 53% de casos asintomáticos de LGV (211, 326). Si, como se 
comentó en el capítulo 1 de esta Tesis, los casos de infecciones por LGV están fuertemente 
asociados a población homosexual, donde se ha documentado la alta frecuencia de infecciones 
simultaneas por CT y otras ITS que refleja una alta promiscuidad asociada a la existencia de 
redes de contacto sexual; las oportunidades de reinfecciones por distintas variantes de CT, 
incluyendo formas invasivas (LGV) y no invasivas (no-LGV), en estos grupos poblacionales 
es alta. La tasa de reinfecciones en estas redes en un 84,2% (327). En este sentido, especial 
interés tienen los llamados individuos puente, moviéndose de unas redes a otras, y 
contribuyendo significativamente al mantenimiento de la infección (328). 
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En conclusión, la elevada prevalencia de infecciones por CT en determinados grupos 
de riesgo, asociada a la existencia de infecciones mixtas y un alto porcentaje de infecciones 
asintomáticas, es el tubo de ensayo perfecto para la generación de nuevas variantes de CT con 
impredecible comportamiento biológico y/o patogénico. Contribuyendo a agravar el 
problema, los individuos puente facilitarían el paso de estas nuevas variantes, de los grupos de 
mayor riesgo a la población general. 
 
2. PREVALENCIA DE LAS INFECCIONES POR GENOTIPOS NO 
INVASIVOS DE Chlamydia trachomatis 
2.1.  Tracoma 
Las infecciones por CT son la principal causa de ceguera a nivel mundial, 
especialmente por su elevada prevalencia en países en vías de desarrollo. Un reciente estudio 
en Nepal, encuentra asociación entre otras especies de clamidia (C. psitacci, C. pecorum y C. 
suis) y el desarrollo de tracoma, sugiriendo también un posible origen zoonótico añadido a la 
transmisión humana de CT (329). Los serotipos asociados a la producción de tracoma son A, 
B y C, aunque algunos serotipos asociados a infecciones urogenitales también se pueden 
encontrar en muestras oculares de pacientes con conjuntivitis (330), de igual manera el 
serotipo B también se ha encontrado en muestras genitales de mujeres embarazadas (331), 
confirmando el origen común de los genotipos de tracoma y los urogenitales de los genotipos 
D/G/Ia/J como revelaban los estudios de reconstrucción evolutiva de CT (54, 298, 332). Pero 
los estudios en pacientes de zonas endémicas, con manifestaciones clínicas de tracoma, 
prácticamente sólo encuentran asociación con los serotipos A, B y C. Este hecho va a favor de 
la especificidad de nicho de los distintos serotipos de CT, de forma que podemos encontrar 
distintos genotipos de CT en muestras oculares y nasales de pacientes infectados pero sólo los 
genotipos A-C tendrían la capacidad de producir infecciones más graves y el posterior 
desarrollo del tracoma (333).  
Los pocos estudios epidemiológicos realizados en zonas endémicas de tracoma, 
sugieren una endemicidad en cuanto a la prevalencia de los distintos genotipos asociados con 
la producción de tracoma. En Gambia se encontró un claro predominio del genotipo A, 
detectándose mayor carga bacteriana, por PCR cuantitativa, en las muestras que contenían la 
variante A1 con respecto a la variante A2 (333). Por otro lado, en Nepal, el genotipo más 
prevalente encontrado fue el C, presente en más de la mitad de las muestras estudiadas (334). 
En Marruecos el genotipo Ba se encontró en el 63% de los casos, seguido por el genotipo A 
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(335). Si bien existen pocos estudios, estos datos sugieren una distribución mundial de los 
genotipos B y Ba, mientras que el genotipo A sería endémico de Africa y el C de Asia.  
 
2.2. Genotipos urogenitales no invasivos 
A pesar de la escasa correlación con la clínica, el genotipado basado en ompA 
continúa hoy en día siendo el método más empleado en los trabajos sobre epidemiología 
molecular de CT. En general, los estudios epidemiológicos basados en la secuenciación de 
este gen, demuestran una mayor prevalencia del genotipo E en población general, seguido de 
los genotipos F, D y G, respectivamente, con algunas diferencias geográficas y poblacionales. 
Los genotipos H a K se encuentran de forma residual en porcentajes inferiores al 10% en 
infecciones urogenitales. Alguno de estos genotipos, especialmente en el caso de J/Ja, se han 
asociado con resolución espontánea de la infección sin necesidad de tratamiento (336). 
En Europa, la excepción a esta regla la presenta Suecia donde el genotipo 
predominante es el G, seguido del D y con menos del 10% de los casos de genotipo E (337) 
(Figura 21). Esta elevada prevalencia de genotipo G puede deberse a que en el estudio se 
incluyeron muestras rectales, a diferencia de otros estudios que únicamente se realizan sobre 
muestras urogenitales o de orina. Esta elevada prevalencia del genotipo G también se ha 
descrito en algunas ciudades de Asia como Corea (318) y Taiwan (338).  
 
 
 
Figura 21. Distribución de genotipos en los distintos estudios realizados en países europeos. Entre 
paréntesis figura el número de muestras incluidas en cada estudio. 
 
En América, la distribución de genotipos presenta una estructura similar a Europa, a 
excepción de Mexico (339) donde el genotipo predominante fue el F, aunque se estudiaron 
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únicamente muestras endocervicales de mujeres no fértiles. En el caso de Australia, 
incluyendo muestras de orina y rectales de MSM, los genotipos más prevalentes son el D y G 
(317). 
En África, existen pocos trabajos y están principalmente enfocados al estudio del 
tracoma, dada la elevada incidencia de esta enfermedad en este continente. En Túnez el 71% 
de los aislados genotipados correspondió al genotipo E, incluyendo muestras uretrales y 
cervicales (320). Por otro lado, en Irán, estudiando sólo muestras endocervicales, se encuentra 
una prevalencia similar de los genotipos E y F (340). (Figura 22) 
 
Figura 22. Distribución de los distintos genotipos de CT por continentes 
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OBJETIVO 
-  ¿Qué impacto tiene la circulación de LGV en población de alto riesgo?¿Existe 
correlación entre los genotipos implicados en infecciones mixtas y los genotipos 
circulantes de CT?  ¿Cómo influye en la epidemiologia de CT? 
- Demostrar la existencia de infecciones mixtas entre genotipos asociados a LGV y 
genotipos no invasivos. Epidemiología molecular de los genotipos implicados y su 
relación con los genotipos circulantes de CT.  
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Taqman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una concentración final de cebadores 
(noLGV-F y LGV-R) de 150nm y 100 nm para la sonda noLGV-PB y 5 microL del DNA 
extraído. El protocolo PCR consistió en un minuto a 95ºC para la activación de la DNA-
polimerasa seguido de 40 ciclos de 94ºC durante 10 segundos para la desnaturalización de las 
hebras de DNA y 60ºC durante 30 segundos para la hibridación de cebadores y sonda y 
posterior elongación. 
 
3. Restricción, clonado y secuenciación de pmpH en muestras con presencia simultanea de 
genotipos invasinos y no invasivos 
Como el fragmento usado para detectar la presencia simultánea de genotipos invasivos 
y no invasivos no era suficiente para discriminar que genotipo específico había sido 
detectado. En aquellas muestras donde se sospechó la presencia simultánea de ambos tipos de 
genotipos, se amplificó un fragmento de 430pb del gen pmpH siguiendo el protocolo descrito 
en el capítulo 1. Los fragmentos amplificados fueron clonados en el plásmido pGEMt-easy 
(www.promega.com) y transformados en la cepa de Escherichia coli DH5α siguiendo el 
protocolo descrito por Sambrook (341). De cada transformación se seleccionaron 4-6 clones y 
los plásmidos purificados de estas transformaciones se incubaron a 37ºC en presencia de la 
enzima de restricción AccI para diferenciar genotipos conforme a los distintos patrones de 
restricción. Basándonos en el número de sitios de restricción que presente el fragmento 
amplificado podemos distinguir dos patrones. Los genotipos I, J y K presentan 2 puntos de 
restricción mientras que los genotipos D a H sólo presentan un punto. Por otra parte, los 
genotipos LGV no presentan sitio de restricción para esta enzima. 
 
4. Diseño de una PCR múltiple para determinar infecciones por >1 genotipo no invasivo en 
muestras del grupo II  
La estrategia basada en amplificación y digestión del gen pmpH (pmpH-AccI) 
quedaba insuficiente para ver la asociación más frecuente en infecciones mixtas causadas por 
>1 genotipo (o infecciones simples) de CT urogenitales no invasivas. Para ello, se diseñó una 
PCR-anidada múltiple basada en las diferencias nucleotídicas en la secuencia del gen ompA. 
(342). 
La primera PCR amplifica un fragmento de 1.124pb del gen ompA utilizando los 
cebadores P1 y OMP2 previamente descritos que hibridan en una región conservada (314). 
Sobre el producto amplificado se realizó una segunda PCR, utilizando 5 parejas de cebadores 
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(Tabla 8) diseñados sobre las regiones variables de la secuencia de ompA, capaces de 
diferenciar los genotipos D, E, F  y G y de forma genérica el grupo H-K. Para la amplificación 
se realizó PCR convencional empleando la polimerasa AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, 
Norwalk, EEUU) en un volumen final de 50microL conteniendo tampón de reacción (10x), 
Cl2Mg (1,5nM), dNTPs (0.2nM), 0,6 mM de cada primer y 1,5 unidades de enzima. Los 
cebadores fueron diseñados para las mismas condiciones de amplificación: 94ºC/12’ seguido 
de 40 ciclos de 94ºC/30’’+54ºC/30’’+72ºC/1’ y finalmente 72ºC/10’. 
ompA 
genotipo Nombre Secuencia (5´-3´) Posiciones Tamaño 
Todos 
P1 ATGAAAAAACTCTTGAAATCGG 1-22 
1124 
OMP2 ACTGTAACTGCGTATTTGTCTG 1103-1124 
D 
ompA-DF AAAACGGTCAAAGCGGAGT 496-514 
272 
ompA-DR ATCTGTTCCTGCTGTAAGAT 749-768 
E 
ompA-EF ACACAGATACTGCCTTCTCT 557-576 
211 
ompA-ER ATCAGTTCCTGCTATGAGTG 749-768 
F 
ompA-FF CACGAAACCTGCTGCAGAT 498-516 
455 
ompA-FR GTAATATCTACAACAGGTGTTA 932-953 
G 
ompA-GF ACGCAGCCTGCTGCAACA 499-516 
454 
ompA-GR GTAATATCTACAACAGGTTTTG 932-953 
H-K 
ompA-H/KF AAACACAATCTTCTARCTTTAATA 491-514 
528 
ompA-H/KR TCGTWTCGCTTCCGGAAG 1001-1019 
Tabla 8. Cebadores para asignación de genotipos basados en la secuencia del gen ompA 
 
La visualización de los productos amplificados se realizó por electroforesis en geles de 
agarosa al 2% preteñidos con BrEt. Los productos amplificados se diferenciaron en función 
del tamaño del amplicón (211-528bp).  
5. Secuenciación de genes pmpH y ompA en clones sugerentes de ser variantes recombinantes  
Los protocolos para la secuenciación parcial de los genes pmpH y ompA se describen 
en el apartado de materiales y métodos del capítulo 1 (“Secuenciación de los genes pmpH y 
ompA”). Por otra parte, se seleccionaron 85 secuencias de pmpH de muestras con infección 
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simple, para confirmar si el método de asignación de grupos basado en los patrones de 
restricción es adecuado. La secuenciación del gen pmpH además sirvió para diferenciar los 
genotipos I y J de los genotipos D-K por una deleción interna de 6pb entre las posiciones 411-
416 de pmpH. La secuenciación de estos clones sugirió casualmente la aparición de variantes 
recombinantes en este gen. 
 
6. Análisis filogenético 
 Las secuencias nucleotídicas de los genes pmpH, ompA, fueron alineadas empleando 
el software ClustalW, implementado en el programa MEGA, y posteriormente editadas para 
descartar errores de secuenciación o alineamiento. Las secuencias de pmpH se compararon 
con secuencias de todos los genotipos de CT existentes en bases de datos públicas 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Atendiendo a los resultados obtenidos con los árboles basados en 
pmpH y ompA, para el análisis del concatenado de los genes relacionados con el tropismo en 
las cepas con evento de recombinación se emplearon las correspondientes secuencias de 
genotipos G disponibles en las bases de datos. 
Los árboles filogenéticos se construyeron utilizando el método de máxima 
verosimilitud implementado en el programa PhyML 3.0 (234). El modelo de sustitución 
nucleotídica elegido para cada gen fue seleccionado con el software jModeltest 1.0 (233). 
Como test estadístico, para el cálculo del soporte de cada rama, se empleó el test aLRT 
(approximate likelihood ratio test) basado en el  procedimiento de Shimodaira-Hasegawa. 
(235). Los valores superiores al 70% fueron considerados significativos. Para la filogenia 
datada se empleó el método bayesiano de cadenas de Markov (MCMC) implementado en el 
programa BEAST v1.5.74. En el caso de genes no recombinantes se realizó un concatenado y 
dos cadenas MCMC se analizaron durante 400 millones de generaciones (235). El árbol 
definitivo se editó con el software FigTree v1.3.1. 
7. Detección de eventos de recombinación  
El análisis de posibles eventos de recombinación se llevó a cabo utilizando el 
programa 3beta27 (RDP3) (344). Para reconfirmar los posibles eventos de recombinación 
detectados, se realizaron nuevos análisis filogenéticos empleando los fragmentos asignados, 
correspondientes a los diferentes genotipos, de acuerdo a las posiciones implicadas en el 
evento de recombinación. 
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RESULTADOS 
1. Detección de coinfecciones por genotipos invasivos y no invasivos 
 La qPCR para la detección de infecciones por CT urogenitales no invasivas, se realizó 
en 137 muestras clínicas en las que previamente se había identificado la presencia de 
genotipos invasivos asociados a LGV (grupo I). Se detectó la presencia concomitante de 
genotipos no invasivos en 15/137 (10,9%) de las muestras analizadas (Tabla 9). 
En relación con el origen de la muestra, 9/15 (60%) fueron muestras rectales, 3/15 
(20%) correspondieron a muestras de exudado uretral y 3/15 (20%) procedían de muestras de 
cérvix. Todas las muestras rectales y uretrales en las que se detectó coinfección procedían de 
hombres homosexuales y todos presentaban sintomatología severa, incluyendo dolor, 
sangrado y secreción purulenta. En el caso de las muestras de cérvix, una de las mujeres no 
presentaba síntomas mientras que las otras dos presentaban una sintomatología inespecífica 
como dolor abdominal y leucorrea. 
2. Identificación de genotipos no invasivos en muestras con coinfecciones basado en los 
genes pmpH y ompA 
 En las 15 muestras en las que se detectó infección múltiple, los fragmentos de pmpH 
amplificados, clonados en pGEMt-easy, transformados en E. coli y posteriormente purificados 
y digeridos con la enzima de restricción AccI, presentaron patrones de restricción que hacían 
sugerir que solo los genotipos D-H estaban presentes en las infecciones simultaneas con 
genotipos asociados a LGV. Para una identificación más específica de estos genotipos, se 
realizaron PCRs anidadas en el gen ompA que se describen en el apartado de materiales y 
métodos. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 9. 
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 Muestra Infecciones múltiples Genotipos 
 
LGV 
positivo 
LGV 
negativo LGV positivo                     LGV negativo 
Rectal 9/114 (7.9%) 
7/66 
(10.6 %) 
D      4/9 (44.4 %) 
E      5/9 (55.5 %) 
D     6/7 (85.7 %) 
E     5/7 (71.4 %) 
F     3/7 (42.8 %) 
≥2 genotipos   
3/9 (33.3%)a  
Uretral 
3/18 
(16.6 %) 
7/44 
 (15.9 %) 
E        3/3 (100%) 
D     4/7 (57.1 %) 
E      4/7 (57.1 %) 
F      4/7 (57.1 %) 
G      2/7 (28.5 %) 
Cérvix 
3/3 
 (100 %) 
7/28 
 (25 %) 
E     3/3 (100%) 
D        5/7 (71.4 %) 
E        5/7 (71.4 %) 
F        3/7 (42.8 %) 
G         2/7 (28.5%) 
≥2 genotiposb     
1/7 (14.2 %) 
Faringe ND 1/12        (8.3 %) ND E + F 
TOTAL 15/137
c 
(10.9 %) 
22/150  
(14.6 %) 
D     5/15 (33.3 %) 
E    11/15(73.3 %) 
F       1/15 (6.6 %) 
G       1/15 (6.6 %) 
D     15/22 (68.2 %) 
E      15/22 (68.2 %) 
F      11/22 (50.0 %) 
G         4/22 (18.1%) 
≥2 genotipos 
3/15 (20%)a 
≥2 genotiposb   
1/22 (4.5 %) 
Tabla 9.- Porcentaje de coinfecciones en pacientes con o sin infección simultanea por LGV, en función 
de la localización. ND No detectado.  aGenotipos en infecciones múltiples E/D, E/G and E/F.  bGenotipos  
D/G/F. c2 muestras de adenopatía con solo un genotipo LGV. 
 
El genotipo E se encontró en 11/15 (73,3%) de las muestras con dos o más genotipos. 
El segundo genotipo más prevalente fue el D, encontrado en 5/15 (33,3%) casos, mientras que 
los genotipos F y G fueron encontrados en un solo caso cada uno y siempre asociados a otro 
genotipo no invasivo, además del genotipo L. Es destacable que en tres ocasiones (20%) se 
detectó la presencia de más de un genotipos no invasivos junto al genotipo L. Atendiendo al 
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origen de las muestras, el genotipo E se encontró en todas las muestras uretrales y de cérvix, 
mientras que el genotipo D exclusivamente se detectó en muestras rectales de hombres 
homosexuales. 
3. Caracterización de genotipos urogenitales no invasivos en muestras clínicas  donde la 
presencia de LGV fue excluida  
 Para entender mejor la significación ecológica del hallazgo de los genotipos urogenital 
no invasivo (genotipos D-K), en muestras donde la presencia de un genotipo urogenital 
invasivo asociado a LGV ya había sido hecha, se realizó un ensayo similar al anterior pero en 
esta ocasión con muestras donde la presencia de genotipos asociados con LGV había sido 
excluida, pero donde la infección por CT no invasivos (genotipos D_K) había sido 
confirmada (grupo-II). Se seleccionaron 150 muestras en el mismo período de tiempo y de 
acuerdo a los patrones de restricción con el enzima AccI, del fragmento de pmpH amplificado, 
14 muestras clínicas (9,3%) presentaron un patrón con dos sitios de restricción, sugiriendo la 
presencia de variantes pertenecientes al grupo de los genotipos I, J y K. Las restantes 136 
muestras se sometieron a la PCR genotipo-específica basada en el gen ompA. Se identificó el 
genotipo E como el más prevalente detectándose en 57/150 casos (38,0%), seguido de los 
genotipos D y F que se encontraron en 42/150 (28,0%) y 37/150 (24,6%) de los casos, 
respectivamente. El genotipo G se detectó en 24/150 (17,6%) de las muestras. 
 En 22 muestras de las 150 analizadas  se detectó más de un genotipo no invasivo 
(14,6%). En estas muestras los genotipos E, D, F y G estaban presentes en 15, 15, 11 y 4 
casos respectivamente, siendo la asociación más frecuente la presencia simultánea de los 
genotipos E y D en 9/22 casos. De forma añadida, en un caso se detectó una infección triple 
en la que estaban implicados los genotipos D, F y G. Esta muestra correspondía a un exudado 
de cérvix (Tabla 9). 
4. Análisis temporal de la distribución de genotipos 
El muestreo realizado permite agrupar las muestras en dos períodos de tiempo, el 
primer periodo entre los años 2009 y 2011 (grupo IIa), corresponde a los primeros casos de 
LGV detectados en la Comunidad de Madrid (capítulo 1), y el segundo, dos años después, 
entre 2012 y 2013 (grupo IIb) (anexo capítulo 1). La caracterización de genotipos circulando 
en ambos períodos de tiempo demostró una epidemiología estable (Tabla 10), lo que sugiere 
que la distribución local de genotipos no ha cambiado a consecuencia de la introducción de 
casos de LGV en la población. 
  
 
110 
 
GENOTIPO 2009-2011 2012-2013 TOTAL 
D 14/50 (28%) 28/100 (28%) 42/150 (28%) 
E 18/50 (36%) 39/100 (39%) 57/150 (38%) 
F 12/50 (24%) 25/100 (25%) 37/150 (24%) 
G  8/50 (16) 16/100 (16%) 24/150 (17,6%) 
H-K  6/50 (12%)  8/100 (8%) 14/150 (9,3%) 
≥2 genotipos  8/50 (16%) 14/100 (14%) 22/150 (14,6%) 
Tabla 10. Distribución de genotipos por periodos de tiempo en muestras no LGV.  
 
5. Reconstrucción filogenética e identificación de nuevos recombinantes 
 En el curso de este estudio, la secuenciación del gen pmpH fue requerida como control 
del protocolo basado en la restricción con AccI, diseñado para identificar la presencia de 
genotipos no invasivos en muestras con genotipos LGV. En base a los patrones de restricción, 
se analizaron 85 secuencias de pmpH correspondientes a distintos genotipos (LGV, D-H, I-K).  
 Como era de esperar, la topología del árbol filogenético, comparando con secuencias 
de referencia, mostró un excelente poder discriminatorio entre los tres principales patotipos de 
CT, tracoma, urogenital no invasivo y LGV (Figura 24A). La concordancia fue total entre la 
asignación previa basada en los patrones de restricción y la identificación basada en 
secuenciación del gen pmpH (25/85 muestras se agruparon en el cluster LGV, 25/85 muestras 
en el grupo de genotipos D-H y 12 en el grupo I-K). Sorprendentemente, 23/85 secuencias 
inicialmente identificadas como pertenecientes al grupo de lo genotipos D-H, se agruparon en 
una rama independiente, con un valor de bootstrap >85, y no asociadas a ningún genotipo de 
referencia (figura 24A). La posición de la rama en el árbol filogenético sugiere un posible 
evento de recombinación.  
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DISCUSIÓN 
 En este 2º capítulo analizamos el impacto del brote de LGV en la epidemiología 
molecular de CT en Madrid, ya que cabe esperar que durante brotes epidémicos la 
posibilidad de coexistir dos o más genotipos en una misma célula es mucho mayor 
(345) y por tanto más frecuentemente se produzcan eventos de recombinación (y por 
tanto de selección de nuevas variantes), como ocurrió en la descripción de la variante 
L2c de LGV, resultado de un evento de recombinación entre L2b y D (250). De hecho 
se describe por primera vez, en este capítulo, la circulación entre población de HSH, de 
una variante recombinante entre LGV y un genotipo urogenital no-invasivo, 
probablemente del genotipo G. Esta forma recombinante ha sido previamente descrita 
en EEUU entre los años 2000-2002. Este hallazgo sugeriría una nueva vía de entrada de 
variantes de CT, entre España y Norte-América que se suma a las sugeridas en capítulo 
1º desde Centro-Europa a España y desde Latino-América a España. La reciente 
descripción de una variante L2b de LGV portando la mutación L173I y L173F en 
EEUU (247), idéntica a la descrita por nosotros y otros grupos en España (346, 347), 
permite confirmar la existencia, directa o indirecta, de una vía de trasmisión entre 
Norte-América y España. Este escenario revela la compleja epidemiología molecular de 
CT en nuestro entorno.  
Por otra parte, los altos porcentajes de infecciones simultáneas por genotipos no 
invasivos de CT (14,6%), y entre genotipos invasivos y no-invasivos (10,9%), más 
relacionado con países en vías de desarrollo (296, 319, 321) que con países europeos 
(348, 349) es un escenario idóneo para la selección y dispersión de nuevas formas 
recombinantes. Este preocupante dato contribuye a una visión más compleja, pero más 
real, de la epidemiología de CT en España, uno de los países con mayores afluencias de 
grandes grupos poblacionales (inmigrantes y turistas), permitiendo la confluencia de 
variantes de diferentes regiones geográficas, desde donde se pueden dispersar a otras 
regiones, como ha ocurrido en VIH (350), pero también un país con la potencialidad de 
generar y dispersar nuevas formas recombinantes. La epidemiología molecular de CT en 
España es un buen modelo para constatar la rápida evolución de esta especie bacteriana. 
Sin embargo, sorprendentemente, España no cuenta con un sistema de vigilancia de las 
infecciones por CT. 
  
 
114 
 
Antes de la era genómica, considerábamos que la evolución de CT era 
exclusivamente basada en mutación. En la era post-genómica, según trabajos recientes, 
la recombinación en CT parece ser mucho más frecuente que lo esperado para un 
patógeno intracelular obligado como es CT (54), si bien se estima que ocurre de 10 a 
100 veces menos frecuentemente que las mutaciones puntuales (298, 301). De cualquier 
manera, el requisito necesario para que la recombinación intergenómica tenga lugar, es 
la coexistencia en un mismo nicho de dos o más genotipos diferentes de CT. Cuando en 
este estudio se analizó la prevalencia en la población general de genotipos no-invasivo 
más frecuentes en infecciones simples y mixtas. En ambos casos se observó la misma 
proporción, siendo el genotipo E el más frecuente (57 infecciones simples y 15 
infecciones mixtas), seguido del genotipo D (42 y 15 respectivamente), genotipo F (37, 
11), G (24, 4) y I-K (14 y 0 respectivamente). La caracterización de genotipos en 
infecciones simples, revela que la epidemiología molecular local de CT es similar a 
otros países europeos (351-353). Aparentemente la similar prevalencia de genotipos en 
infecciones simples y mixtas revela que no existe ninguna asociación beneficiosa entre 
genotipos concretos. Por otro lado, el estudio de las prevalencias de los genotipos más 
frecuentes asociados a co-infecciones que impliquen genotipos asociados con LGV 
reveló igualmente una mayor proporción de genotipos E y D (mas prevalente en 
población de HSH) y minoritariamente de F y G (solo fueron encontrados en un caso 
cada uno). Un dato similar se encontró en Holanda, donde los genotipos E y D fueron 
los más comunes en coinfecciones en individuos con LGV (349). De este segundo 
estudio comparativo se deduce que tampoco existe una asociación ventajosa entre LGV 
y ningún genotipo urogenital no-invasivo. Finalmente, si consideramos la distribución 
de genotipos en dos períodos de tiempo, el primero de ellos correspondiente a la 
detección de los primeros casos de LGV en la Comunidad de Madrid y en segundo 
período después de 5 años, no se observa ninguna diferencia en cuanto a la distribución 
de los principales genotipos, revelando que el impacto del brote de LGV no ha alterado 
sustancialmente, la epidemiología local de las infecciones por CT. 
De lo anteriormente se deduce que de surgir un recombinante entre formas 
invasivas y no-invasivas este ocurrirá más frecuentemente entre L2/L2b y genotipo E o 
genotipo D (como describe Somboonna y col. en la caracterización de la variante L2c). 
Sin embargo en nuestro entorno encontramos una forma recombinante entre LGV y una 
cepa perteneciente al genotipo G, avalando que probablemente este genotipo no se 
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seleccionó en nuestro entorno. Otra hipótesis sobre el surgimiento de esta variante (no 
excluyente con el anterior) puede estar relacionada con el tropismo tisular por el epitelio 
rectal observado en genotipo G (348, 349, 354) y la alta prevalencia de detección de 
variantes L2/L2b de LGV en muestras rectales de HSH. Esta asociación entre tropismo 
y epidemiología temporal puede explicar la asociación y selección de variantes 
específicas (337). Además, los aislados pertenecientes al genotipo G, muestran un 
mayor grado de mosaicismo genético (301) como consecuencia de eventos de 
recombinación, lo que revela una mayor probabilidad para la recombinación en esta 
especie. Por lo tanto una posible explicación, es que la variante recombinante LGV/G 
llegó a Madrid, diseminándose en la población HSH, hecho facilitado por la ausencia de 
síntomas y la estructura en redes sexual característica de este grupo poblacional.  Los 
sucesivos eventos de transmisión han ido ocasionando cuellos de botella dando lugar a 
la acumulación de mutaciones, capaces de diferenciar los aislados encontrados en 
Madrid de los descritos en Seattle (como las variantes filogenéticamente más próximas). 
Otro aspecto importante derivado de este trabajo es la descripción de variantes 
recombinantes, en genes relacionados con la patobiología de CT, como es el gen pmpH 
que abre un nuevo punto de discusión en cuanto al diagnóstico y genotipado de esta 
especie. Si en los años anteriores hemos aprendido que el gen ompA (sobre el que está 
basada la asignación de genotipos) no permitía establecer correctamente la asociación 
con los diferentes patotipos de CT (51, 355), y fue necesario identificar nuevos genes 
que permitieran realizar una correcta asignación de las variantes de CT relacionados con 
los patotipos (291). Así se determinó (en introducción general) como algunos genes, 
tales como pmp (305) podrían haber evolucionado en paralelo con los tres grupos que 
causan enfermedad en humanos. La posibilidad de identificar variantes recombinantes 
en estas nuevas dianas puede poner en cuestión la utilización de este marcador genético 
para la asignación precisa de patotipos.  
A medida que se generalicen los estudios sistemáticos de epidemiologia 
molecular de bacterias como CT progresivamente aprenderemos a comprender el 
impacto de los flujos migratorios, de las redes sexuales, las dianas de detección, o la 
selección de nuevas variantes exitosas en una determinada región.  Un estudio de 
epidemiología molecular en EEUU sobre parejas heterosexuales reveló 9 nuevas formas 
recombinantes, representando un 32% de la población estudiada, aunque en ninguno de 
esos variantes se pudo establecer un éxito adaptativo (356). 
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Abstract
The evolution of Chlamydia trachomatis is mainly driven by recombination events. This fact
can be fuelled by the coincidence in several European regions of the high prevalence of
non-invasive urogenital genotypes and lymphogranuloma venereum (LGV) outbreaks. This
scenario could modify the local epidemiology and favor the selection of new C. trachomatis
variants. Quantifying the prevalence of co-infection could help to predict the potential risk in
the selection of new variants with unpredictable results in pathogenesis or transmissibility.
In the 2009-2013 period, 287 clinical samples with demonstrated presence of C. trachoma-
tis were selected. They were divided in two groups. The first group was constituted by 137
samples with C. trachomatis of the LGV genotypes, and the second by the remaining 150
samples in which the presence of LGV genotypes was previously excluded. They were ana-
lyzed to detect the simultaneous presence of non-LGV genotypes based on pmpH and
ompA genes. In the first group, co-infections were detected in 10.9% of the cases whereas
in the second group the prevalence was 14.6%, which is the highest percentage ever de-
scribed among European countries. Moreover, bioinformatic analyses suggested the pres-
ence among men who have sex with men of a pmpH-recombinant variant, similar to strains
described in Seattle in 2002. This variant was the result of genetic exchange between geno-
types belonging to LGV and members of G-genotype. Sequencing of other genes, phyloge-
netically related to pathotype, confirmed that the putative recombinant found in Madrid
could have a common origin with the strains described in Seattle. Countries with a high
prevalence of co-infections and high migration flows should enhance surveillance programs
in at least their vulnerable population.
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de reorganización o diferenciación del CE a CR. Los CR se dividen por fisión binaria 
(crecimiento sincrónico), observándose un crecimiento exponencial dentro del fagosoma hasta 
8-10 bacterias (figura 26), con un tiempo de duplicación de 2-3h, que dura ∼12 a 20 horas 
(aunque algunos patotipos como los implicados en LGV tiene una velocidad de crecimiento 
mayor). Tras este ciclo de crecimiento, comienza una nueva reorganización de los CR para 
formar una inclusión madura (CE). Esta segunda reorganización no es un proceso sincrónico, 
es decir que coexisten CR en reproducción junto a CE maduros. El mecanismo de liberación 
no se conoce aún con exactitud. Generalmente los CE son detectados en el medio extracelular 
tras la lisis de la célula hospedadora, lisis que se produce como consecuencia de la liberación 
tardía de enzimas lisosomales así como por la acción de una proteasa de origen clamidial. El 
proceso global del ciclo de desarrollo biológico es de 48-72h.  
 Los antibióticos β-lactámicos (igualmente otras condiciones de stress como por la 
presión inmunológica o la falta de nutrientes) (364) previenen la maduración de los CR a CE 
(paso de crecimiento sincrónico a crecimiento asincrónico), proceso denominado citoquinesis. 
El CR no puede dividirse aunque la replicación de DNA continúa, por lo que el CR se 
deforma, alargándose por la acumulación de múltiples copias de ADN (365). Cuando el 
antibiótico es aclarado del medio, se restaura el ciclo replicativo, por lo que estas formas 
aberrantes (deformes y con múltiples copias de ADN) son consideradas formas clamidiales de 
persistencia y frecuentemente asociada con fracaso de tratamiento (si bien las infecciones por 
clamidias no son tratadas con antibióticos β-lactámicos, si el tratamiento de uretritis 
gonocócica, frecuentemente asociada con coinfección por CT, requiere ceftriaxona ± 
azitromicina) (263, 366). 
Este hallazgo, descrito en los años 70 (367), pero solo recientemente bien caracterizado ha 
planteado dos cuestiones muy interesantes: a) Si tradicionalmente CT ha sido reconocido 
como un ejemplo de bacteria que carece de péptidoglicano y por tanto de PBPs (penicillin 
binding proteins), diana de los antibióticos β-lactámicos, ¿cómo es posible que esta familia de 
antibióticos tenga un efecto sobre clamidias?, y b) La acumulación de múltiples copias de 
ADN, podría facilitar, en un escenario de coinfección el intercambio de material genético?. 
Estas aparentes contradicciones empiezan a ser aclaradas. Recientemente se ha podido 
demostrar la presencia de un nuevo tipo de peptidoglicano, cuya síntesis es crucial para el 
ciclo biológico de las chlamidias (368, 369). El tratamiento con inhibidores del 
peptidoglicano como fosfomicina o β-lactámicos generan formas aberrantes. Sin embargo el 
efecto de los antibióticos β-lactámicos no estaría relacionado con inhibición de PBPs sino 
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 Para definir el genoma-core del orden Chlamydiae, el punto de partida es la especie 
con el menor tamaño: Chlamydia trachomatis que tiene 895 potenciales proteínas. De éstas, 
560 hipotéticas proteínas son comunes entre todos los miembros (62,5%) (378). De estos 
genes una inusual alta proporción están relacionados con genes adquiridos de un ancestro 
común a partir de las plantas (379). Conforme a la figura 31, si el genoma-core está 
constituido por 560 hipotéticas proteínas, el pan-genoma serían 5.167 hipotéticas proteínas 
(5,77 veces el genoma de CT). Para las cepas pertenecientes a la especie CT, el genoma-core 
y pan-genoma son prácticamente idénticos, por ejemplo los genotipos A y D de CT son 
99,6% idénticos (se discute en el siguiente apartado).  
 El análisis del genoma de CT revela que Chlamydia codifica un número mínimo de 
genes necesarios para la replicación, la trascripción y la traslación; Sin embargo los sistemas 
de reparación y recombinación están ampliamente representados indicando que Chamydia 
tiene, al menos teóricamente, una enorme capacidad recombinatoria (380). También es 
característica de este grupo bacteriano la presencia de un plásmido de unos 7.500 pb, ubicuo 
en los miembros de este género. El plásmido críptico de CT es un plásmido no conjugativo, 
(probablemente derivado de un plásmido conjugativo de Simkania) donde su replicación está 
íntimamente unida al ciclo de replicación de la bacteria. El porcentaje de divergencia entre 
plásmidos de Chamydia y especies relacionadas oscila entre 69-99% (381), mientras que en el 
caso de aislados de CT la homología es ≥99% (382). Esta alta homología, junto con su 
número de copias (8-10 por cepa) (383) y la presencia en prácticamente en todos los aislados 
(solo alrededor de 1% de las cepas carecen de plásmido y estas son menos infectivas) (97) ha 
justificado que el plásmido sea diana diagnóstica cuando se emplea las técnicas de 
amplificación de ácidos nucléicos. Los datos filogenéticos de las plásmidos muestran una 
concordancia evolutiva con el cromosoma de las mismas especies, es decir la topología de un 
árbol filogenético de las especies es similar a la del árbol filogenético de los plásmidos de 
esas mismas especies (378), sugiriendo que en capa especie cromosoma y plásmido han co-
existido durante largo tiempo (figura 32). O expresado de otra manera, la captación de ADN 
plasmídico probablemente ocurrió en una única ocasión hace mucho tiempo y posteriormente 
ha co-evolucionado con el ADN cromosómico en cada especie bacteriana. 
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Figura 32. El árbol filogenético de 16S rDNA de Waddlia (W), Simkania (S) y Parachlamydia (P) es 
idéntico al árbol filogenético basado en región tra de los plásmidos encontrados en esas mismas 
especies. 
 
En los años sucesivos decenas de genomas han sido publicados en las bases de datos, 
representando a todos los serotipos. Los análisis filogenéticos y de genómica comparada han 
permitido determinar las zonas del genoma más susceptibles a cambios evolutivos, conocido 
como la zona de plasticidad, así como aquellas zonas más conservadas implicadas en procesos 
esenciales dentro del ciclo biológico de la bacteria. Estas zonas de plasticidad han sido 
sugeridas que sean puntos más propensos a eventos de recombinación. Aún hoy, gran parte de 
esos genes únicos de CT, sin ortólogos en el resto de bacterias, continúan siendo de función 
desconocida.  
Por otro lado, una limitación de estos estudios es que se han limitado al estudio de 
cepas de referencia, bien adaptadas al laboratorio, existiendo pocos trabajos que demuestren 
la reproducibilidad de estos hallazgos en aislados de muestras clínicas contemporáneas. Este 
hecho, está principalmente relacionado con la necesidad de obtener crecimiento en cultivos 
celulares, dada la dificultad técnica de obtener secuencias de genomas completos a partir de 
muestras clínicas. Aunque recientemente se han publicado algunas metodologías basadas en 
el enriquecimiento y posterior secuenciación profunda de aislados de CT a partir de muestras 
clínicas, sin necesidad de cultivo celular (384, 385, 386). 
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colonizar (300). Hay una fuerte evidencia bioinformática basada en el análisis de genomas 
completos, de genes o familias de genes (que cumpliendo los criterios anteriormente 
expuestos) implicados en la supervivencia intracelular y la diversidad patogénica entre las 
cepas. Entre esas, 6 de las 9 proteínas Pmp y la familia de proteínas Inc correspondientes a las 
proteínas de inclusión están entre las más prominentes dianas para las cuales hay una amplia 
evidencia acumulada de su papel en mecanismos biológicos, tales como la adhesión o la 
evasión del sistema inmune. En esta línea, el trabajo de Borges y col. confirma como 
específicos genes de Pmp, inc o tarP tiene un papel diferente en cada patotipo. Así entre las 
cepas urogenitales no invasivas se identifican los genes pmpH (CT872), tarP (CT456) e inc 
(CT223) como los mejores candidatos a ser responsables del patotipo y virulencia de los 
genotipos A-K de CT (300). 
 El  plásmido críptico de CT también ha despertado gran interés en el estudio de la 
virulencia de esta bacteria. Los trabajos previos que revelan como los escasos ejemplos de 
cepas carentes de plásmidos son menos virulentos (97). Los estudios moleculares derivados 
de esta observación revelaron como la dosis infectivas entre 2 cepas isogénicas de LGV eran 
400 veces mayor en aquellas variante que carecía de plásmido, (387) debido a que el producto 
del gen pgp4 del plásmido es un regulador transcripcional de genes cromosómicos implicados 
en virulencia (388). Estas 2 evidencias: pgp4 como regulador transcripcional de genes de 
virulencia y la falta de virulencia en cepas carentes de plásmidos permitieron atribuir al 
plásmido críptico un papel fundamental en la virulencia de CT. Finalmente se planteó que las 
cepas con un mayor número de copias plasmídicas (>10 copias/cepa) tendrían una mayor 
virulencia. Sin embargo los estudios sobre el número de copias no han revelado una 
asociación directa entre mayor número de copias y mayor virulencia (389) 
4.1. Sobre el origen y evolución de las variantes de Chlamydia trachomatis 
El grado de sintenia dentro de CT es >98%, por lo que las discrepancias fenotípicas 
observadas en términos de tropismo tisular, virulencia y éxito ecológico, se cree que está 
dirigido por un pequeño número de rasgos genéticos. Por lo que hay todavía una falta de 
conocimiento de los factores moleculares implicados en la patogenicidad de chlamydia (298). 
Atendiendo a esta conservada disposición cromosómica, decidimos realizar un árbol 
filogenético basado en la secuencia concatenada de los genes pertenecientes al genoma 
mínimo bacteriano (361), con el fin de conocer lo más exactamente posible la historia 
evolutiva de esta especie bacteriana.  
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Figura 35. Árbol filogenético concatenado de los 234 genes del genoma mínimo, realizado en este 
estudio. 
 
Sorprendentemente, pero coincidiendo con otros trabajos evolutivos muy recientes de 
CT (298), se pueden establecer 4 grandes linajes (LGV, los genotipos E/F, genotipos A-C y 
genotipos D-K). Según este análisis, LGV fue el primer linaje que se separó del resto, previa a 
la separación entre cepas urogenitales no invasivas (E/F) y oculares (A-C), probablemente las 
más recientes en aparecer. Ahora bien si se pueden establecer sin dificultad 4 linajes y 
solamente se describen 3 patotipos, sugeriría un proceso de evolución convergente entre las 
cepas urogenitales no-invasivas E/F y D-K, o bien que una de ellas adquirió un rasgo genético 
que le permitió conferir una clínica similar al presentado por el otro linaje. Para comprobar 
esta hipótesis analizamos nuevamente los genes de genoma mínimo empleados en la 
reconstrucción del árbol filogenético mostrado en figura 35, pero de manera individualizada. 
Los resultados obtenidos fueron: 
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Figura 36. Reconstrucción filogenética basada en la topología del árbol de la figura 35, pero donde 
cada rectángulo representa un gen del genoma mínimo. Los colores identifican la asignación a 
diferentes linajes. Rojo a LGV; Verde a genotipo E/F; Negro a tracoma+ genotipos D-K; Azul claro 
específico de los genotipos urogenitales no invasivos D_K. Finalmente el amarillo representa genes 
muy conservados en todos los linajes.  
 
De la figura 36 se deduce que existen 3 grandes patrones genéticos y un sublinaje que 
permite diferenciar entre tracoma y los genotipos D-K. Es de resaltar la presencia compartida 
de al menos 3 genes entre los genotipos urogenitales no-invasivo E/F y D-K que podrían estar 
implicados en los procesos de evolución convergente entre ambos patrones genéticos y 
comportamientos fenotípicos. Otro hallazgo importante de este análisis se observa en el 
patrón genético de la cepa denominada G1. Esta es la cepa recombinante entre LGV y G 
descrita en Seattle e idéntica a la descrita en nuestro estudio. Puede observarse un gen, 
además de pmpH que procede de LGV, sugiriendo que la recombinación entre ambas cepas 
puede ser el resultado de más de un evento de recombinación. 
 
 
L
E-F
A-B-C
I-J
G1
G2
D/K
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5. INFLUENCIA DE LA RECOMBINACIÓN Y LA MUTACIÓN EN LA 
EVOLUCIÓN DE Chlamydia trachomatis.  
 Como ya se ha indicado, la naturaleza intracelular de CT, el reducido tamaño de su 
genoma (∼1Mb) y su particular ciclo vital, siempre habían hecho pensar que la recombinación 
era poco probable en este microorganismo. Sin embargo las primeras evidencias de eventos 
de recombinación se sugirieron en el gen ompA por análisis de las secuencias nucleotídicas 
(390). Diez años después fue confirmada la recombinación en este gen, pero también en 
regiones implicadas en la adhesión como pmpC (310). Posteriormente las regiones adyacentes 
de ompA y otros genes implicados en virulencia se identificaron como sitios calientes de 
recombinación (343). En los últimos años se ha comprobado que Chlamydia cuenta con toda 
la maquinaria necesaria para la recombinación (391) y que esta podría ser más frecuente de lo 
que previamente se sospechaba (392).  
 La primera evidencia de un gran reordenamiento genómico, se describió en 2011, en 
un aislado clínico de un paciente con proctitis hemorrágica severa. La secuenciación del 
genoma completo, reveló que ese aislado era una cepa única resultante de un evento de 
recombinación de 78 Kb entre una cepa de LGV-L2 y una cepa del genotipo D (250). Un año 
más tarde, la secuenciación de 52 genomas completos de Chlamydia y el análisis de genómica 
comparada han revelado una tasa de recombinación inimaginable para esta especie (54). Estos 
y otros autores afirman que la recombinación puede ocurrir a lo largo del genoma y que puede 
comprometer hasta 25% del cromosoma, revelando su importante papel en su evolución (54, 
301); si bien hay 6 regiones del cromosoma que presentan una mayor frecuencia de 
recombinación (54). Otro hallazgo importante de estos estudios de genómica comparada es 
que todos los genotipos de cada patotipos (LGV, tracoma y urogenital no invasiva) pueden 
intercambiar material genético, sugiriendo que no existe ninguna barrera genética para la 
recombinación entre todos los miembros de CT (figura 37a). 
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Figura 37. A) Representación filogenética de los genotipos de cada patotipo descritos en C. 
trachomatis, basados en el análisis de genomas completos. Obsérvese que los genotipos urogenitales 
no invasivos llegan a diferenciarse en 2 ramas diferentes: Urogenital 1 (genotipos E y F) y urogenital 2 
(genotipos D/G/Ia y J) más relacionados evolutivamente con tracoma (54). Las flechas discontinuas 
muestras los inferidos eventos de recombinación. B) Recombinantes de C. trachomatis obtenidos, en 
condiciones de laboratorio después de pases seriados en presencia de antibiótico, cuando crecen 
conjuntamente >1 genotipo en el mismo cultivo (276) 
 
Por otro lado, estudios realizados, en condiciones de laboratorio (276), permitieron 
confirmar la facilidad que tiene CT, en condiciones de coinfección, para generar formas 
recombinantes después de 48h bajo selección antibiótica (figura 37b). En este mismo estudio, 
se secuenció el genoma completo de 12 recombinantes de laboratorio. Nueve recombinantes 
presentaron una mayor eficiencia de unión a la célula eucariota que sus cepas parentales (L2 y 
J o F). Todos ellos tenían genes recombinantes en las proteínas TarP o Pmp (como pmpH, 
pmpG. pmpF, pmpE), revelando el papel que estas proteínas tienen en virulencia. 
Si bien se ha comentado en este apartado la nueva visión que la era genómica ha 
aportado a la comprensión de la historia evolutiva de CT, no debemos olvidar que entre las 
dos principales fuerzas que contribuyen a la generación de variabilidad: mutación y 
recombinación, varios estudios coinciden que en condiciones naturales la mutación ocurre 70 
veces más frecuentemente que la recombinación, aunque la recombinación tenga un efecto 
más importante en la diversificación (58, 382) 
A B
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A pesar de esto, muchas de estas mutaciones puntuales son homoplásicas (26%), es decir, se 
encuentran en las mismas regiones cromosómicas en aislados pertenecientes a clados 
filogenéticos diferenciados entre sí (346). Estas mutaciones pueden aparecer por azar como 
resultado de la presión selectiva que hace que queden fijadas en la población, sin embargo el 
elevado porcentaje de cambios homoplásicos detectados en CT hace pensar que grupos de 
mutaciones puntuales también podrían sean transferidos conjuntamente, en bloques, entre 
unos aislados y otros por recombinación homóloga (54).  
 
6. PROPUESTA DE GENES QUE DEFINAN LOS EVENTOS DE MACRO- Y 
MICRO-EVOLUCIÓN 
 En el campo de las enfermedades infecciosas el conocimiento de la epidemiología 
molecular de las cepas es importante porque permite identificar patrones de transmisión y 
grupos vulnerables de lo que se pueden concluir medidas preventivas. También permite 
identificar brotes epidémicos y la instauración de sistemas de vigilancia de clones específicos, 
así como diferenciar entre persistencia e infección nueva. Sin embargo un esquema de MLST, 
similar al de otras bacterias, aunque propuesto por algunos investigadores (360, 393, 394) no 
ha sido adoptado por la comunidad científica, dificultando la comparación entre estudios 
(298), si bien solo recientemente ha sido publicado una nueva propuesta de MLST basado en 
estudio coordinado de 16 países que podría llegar a tener un mayor nivel de aceptación (395)  
Históricamente, la caracterización de CT se ha basado en el serotipado con anticuerpos 
específicos frente a dominios específicos de la proteína MOMP (codificada por el gen ompA). 
Por ello, con el comienzo de la era molecular, se generalizaron los ensayos basados en PCR 
que usaban como referente epidemiológico el gen ompA. (294, 396). Sin embargo las técnicas 
genómicas han revelado la escasa relación entre el genotipo de ompA y los patotipos 
clásicamente identificados en CT, además la gran cantidad de estudios epidemiológicos 
basados en este gen han revelado que se trata de un gen bajo fuerte presión selectiva en 
respuesta al sistema inmune, permitiendo una rápida evolución. De hecho un estudio 
analizando todas las variantes de ompA descritas a nivel mundial, reveló una fuerte tasa de 
mutación concentrada en los epítopos de reconocimiento de células B (239), confirmando, 
como variantes de un mismo genotipo pueden presentar rápidamente diferencias. Por ejemplo 
el 15% de todas las mutaciones descritas en el genoma completo de la variante L2b de LGV 
asociada al brote de linfogranuloma en Europa, se observan en el gen ompA (397). Este hecho 
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puede constituir una importante ventaja para estudios epidemiológicos a corto plazo, 
principalmente para el estudio de brotes o redes de transmisión por una misma variante (298). 
Por lo tanto cualquier estudio de epidemiología molecular sobre CT deberá incluir el gen 
ompA, que si bien no nos permite inferir los patotipos, nos permitirá identificar los eventos de 
evolución más recientes. Lo que se ha venido en llamar eventos de microevolución (398).  
Por otra parte, consideramos importante que en la propuesta de genes candidatos que 
permitan inferir los procesos de macro y microevolución sean incluidos genes implicados en 
la adaptación específica de nicho o patoadaptación. Para seleccionar entre los genes ya 
descritos en la bibliografía (55, 300, 399) y ampliamente presentados a lo largo de esta Tesis, 
el análisis recientemente descrito por Borges et al. sobre la dinámica de adaptación de las 
cepas relacionadas con el brote de linfogranuloma en Europa puede ser un buen modelo (397). 
En este trabajo se analiza el genoma completo de cepas de LGV pertenecientes al genotipo 
L2b a lo largo del brote epidémico para establecer aquellos genes implicados en 
patoadaptación más sensibles a la acumulación de cambios no sinónimos. Varios tipos de 
genes acumulan 5 veces más cambios no sinónimos que cambios sinónimos sugiriendo una 
fuerte implicación en la adaptación. Entre ellos CT049, CT082, CT119/incA, CT223, 
CT233/incC, CT333/uvrA, CT442/crpA, CT456/tarp, CT711, CT868, CT875/tepP, 
CT413/pmpB, CT414/pmpC, CT871/pmpG and CT872/pmpH. Algunos de estos genes han 
sido ampliamente descritos, como los efectores del sistema de secreción tipo III (TarP, TepP), 
o bien los genes inc, implicados en la invasión celular. Entre los genes codificantes de las 
proteínas Pmps, tan solo CT413/pmpB, CT414/pmpC y CT872/pmpH, muestran también 
acumulación de mutaciones especificas de cepas, lo que permite inferir que la selección de 
uno de estos genes podría aportar mayor poder discriminatorio dentro de un estudio de 
epidemiología molecular. Por ello proponemos, basado en este análisis seleccionar (por su 
mayor evidencia) para incluir en nuestra propuesta, los genes TarP, IncE-F y pmpH 
Finalmente, para definir los eventos de macroevolución, es decir los procesos 
adaptativos más lentos de fijarse en la población y que representan la reconstrucción de los 
grandes linajes o trayectorias evolutivas de CT, proponemos basar la aproximación en genes 
descritos para la asignación del esquema de MLST. Siguiendo el esquema mas citado de 
MLST (400), 7 genes fueron propuestos: glyA, mdhC, pdhA, yhbG, pykF, lysS y leuS. Entre 
estos genes seleccionamos lysS por su posición en el genoma. De esta manera se elegían 
genes a lo largo de todo el cromosoma (figura 38) 
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Figura 38.  Disposición de los genes propuestos para la realización de estudios de epidemiologia 
molecular a lo largo del cromosoma bacteriano de C. trachomatis 
 
Por tanto nuestra propuesta se basa en la selección de tres categorías de genes. 
Aquellos implicados en procesos de macroevolución (lysS y rs2), microevolución (ompA) y 
patoadaptación (TarP, incE-F y pmpH). 
 
7. APLICACIÓN DEL MODELO PROPUESTO A LA CARACTERIZACIÓN 
MOLECULAR Y EVOLUCIÓN FILOGENÉTICA DE LA VARIANTE DESCRITA 
EN EL CAPITULO ANTERIOR. 
 La descripción, y la continua detección posterior, de la cepa resultado de un evento de 
recombinación en el gen pmpH, dentro del estudio para cuantificar el porcentaje de 
coinfecciones por genotipos invasivos y no invasivos de CT, nos permitió aplicar el modelo 
propuesto (basado en la secuenciación de los genes lysS, rs2, ompA, tarP, incE-F y pmpH) en 
caracterizar la evolución a lo largo de varios años de esta variante en la población de Madrid 
(Este abordaje es una aproximación más limitada que el análisis de genomas completos, si 
bien ese análisis se escapa de las posibilidades de esta Tesis). 
 Los análisis filogenéticos de los genes individuales y de los concatenados nos 
permitirá tener una idea más aproximada sobre si la variante recombinante se originó hace 
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mucho tiempo o no (análisis de los genes implicados en macroevolución), así como una 
mayor evidencia de su relación filogenética con otros genotipos descritos. Por otro lado el 
análisis de los genes más susceptibles a la acumulación de cambios por recombinación y/o 
mutación (microevolución) nos permitirán evidenciar con mayor precisión la evolución 
temporal que ocurra a medida que se dispersa en la población. 
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OBJETIVO- 
 Demostrar el éxito adaptativo de la variante recombinante encontrada en muestras 
clínicas. Estudiar la evolución temporal de la variante recombinante indentificada, como 
evidencia del éxito adaptativo. Caracterización molecular de esta variante siguiendo un 
criterio de selección de genes desde el punto de vista de micro y macro-evolución.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1. Periodo de estudio y muestras estudiadas 
 Se realizó un estudio retrospectivo para determinar el éxito adaptativo de la variante 
recombinante en el gen pmpH, descrita en el capítulo 2. Para ello se seleccionaron muestras 
con amplificación positiva para CT que procedían tanto del Centro Sanitario Sandoval como 
de la consulta de ITS del Hospital Universitario Ramón y Cajal. Las muestras se dividieron en 
dos grupos: 
- Grupo I: Correspondiente al período 2011-2013. En este grupo se estudiaron 135 
muestras. Según la localización anatómica, 112 muestras correspondieron a exudados 
rectales, 9 exudados uretrales, 11 muestras de cérvix y 3 exudados faríngeos. 
- Grupo II: En este grupo se incluyeron 274 muestras, seleccionadas de forma aleatoria 
a lo largo de 2014-2015. Según la localización anatómica, 75 muestras 
correspondieron a exudados rectales, 93 exudados uretrales, 68 muestras de cérvix y 
38 exudados faríngeos. 
2. Diseño de PCR para detección de la variante recombinante 
 Basado en la secuencia del gen pmpH y aprovechando el evento de recombinación 
descrito en la nueva variante, se diseñó una PCR específica para detectar su presencia en las 
muestras estudiadas. El esquema del diseño de esta PCR se refleja en la Figura 39. La 
secuencia de los cebadores empleados fue: 
 
- CTrec-F: 5´-CATCGACTCCAACTCCTCCA-3´ (Ta: 62ºC) 
- CTrec-R: 5´-TTAACTGTAAAAGTCGTACTTGA-3´ (Ta: 60ºC) 
 
 
 
 
 
  
CTrec-F 
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Gen Cebador Secuencia (5´-3´) Referencia 
rs2 
rs2-1 AGCGCTGCACCACGTTCATCAACT 
(343) 
rs2.2 CGCGCCCGTAGCTCAATGGTAGA 
incE-F  
Inc-E/FF ATGGAATGCGTTAAACAGTTAT 
Este trabajo 
Inc-E/FR TTTGCAATGCAAAACATAACACC 
tarP 
CT456-Fm ACGCAACAAATTCAGCGGCTA 
Modificado de (302) 
CT456-RSeq1 GAACAGACTTGGTCCCAATTT 
pmpH 
pmpHF AAACCGTGAGTATTTCCGGA 
Este trabajo 
pmpHR ATATGCCTCCTTCATTGTCTT 
Tabla 11.- Cebadores diseñados para amplificación y secuenciación de genes relacionados con el 
patotipo 
 
Para la amplificación se realizó PCR convencional empleando la polimerasa 
AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Norwalk, EEUU) en un volumen final de 50microL 
conteniendo tampón de reacción (10x), Cl2Mg (1,5nM), dNTPs (0.2nM), 0,6 las siguientes: 
94ºC/12’ seguidos de 40 ciclos de 94ºC/30’’+ Tª/60’’+72ºC/ 90’’ y una etapa final de 71ºC 
durante 10’’(*Ta. Temperatura de hibridación, diferente para cada gen que se quiere amplificar. 57º C 
para incE-IncF y 60º C para tarP y rs2). La visualización de los productos amplificados se realizó 
por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% preteñidos con BrEt. El producto amplificado 
se purificó empleando ExoSAP-IT purification kit (USB Corp., Cleveland, OH, EEUU) 
siguiendo las instrucciones del fabricante, y posteriormente se secuenciaron con el sistema 
automático, ABI 3100 Avant (PE Norwalk, CONN, EEUU). 
Las secuencias nucleotídicas de los genes codificantes para las proteínas de membrana 
ompA y pmpH permiten la identificación de los genotipos relacionados con nuestra variante 
recombinante. Como ya se ha descrito previamente en esta tesis, no existe correlación entre la 
caracterización de genotipos, basada en la secuencia de ompA y el tropismo tisular o la 
patogenia. Para una mejor caracterización molecular se secuenciaron fragmentos de los genes 
rs2 (492pb), tarP (732pb) e incE-incF (645pb) siguiendo el mismo protocolo descrito en el 
capítulo 2. Estos genes presentan buen poder discriminatorio y se han relacionado 
respectivamente con zonas calientes de recombinación, una elevada acumulación de 
inserciones/deleciones y elevada frecuencia de mutaciones, representando por tanto los tres 
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principales mecanismos que dirigen la evolución de CT. La distribución de estos genes a lo 
largo del cromosoma se describe en la figura 40. 
 
Figura 40.- Esquema de la localización cromosómica de los genes estudiados. Los genes 
estudiados se distribuyen a lo largo de todo el cromosoma de CT. 
Por último, se amplificó y secuenció un fragmento del gen lysS (610 pb). Al contrario 
que los genes anteriores, sometidos a mayor variabilidad, lysS presenta una secuencia 
nucleotídica conservada, siendo uno de los genes incluidos en el esquema de MLST del Orden 
Chlamydiales descrito por Dean D y cols. (394). La naturaleza conservada de este gen nos 
permitirá establecer la relación ancestral de nuestra variante recombinante con respecto al 
resto de genotipos. 
Los cebadores para la amplificación de lysS fueron: 
- lys-F: 5´- GAAGGAATCGATAGAACGCATAAT-3´ (Ta: 66ºC) 
- lys-R: 5´- ATACGCCGCATAACAGGGAAAAAC-3´ (Ta: 70ºC)  
 Para la amplificación se realizó PCR convencional empleando la polimerasa 
AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Norwalk, EEUU). El  volumen final de reacción fue de 
50microL conteniendo tampón de reacción (10x), Cl2Mg (1,5nM), dNTPs (0.2nM), 0,6 mM 
de cada primer y 1,5 unidades de enzima. Las condiciones de amplificación fueron 94ºC 
12minutoa seguido de 40 ciclos de 94ºC 30 segundos, 62ºC 1 minuto y 72ºC 1 minuto, 
seguido de 10 minutos a 72ºC.  La visualización de los productos amplificados se realizó por 
electroforesis en geles de agarosa al 1% preteñidos con BrEt.  
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5. Análisis filogenético  
Las secuencias nucleotídicas fueron alineadas empleando el software ClustalW, 
implementado en el programa MEGA, y posteriormente editadas para descartar errores de 
secuenciación o alineamiento. Las secuencias se compararon con secuencias de todos los 
genotipos de CT existentes en bases de datos públicas (www.ncbi.nlm.nih.gov).  
El modelo de sustitución nucleotídica elegido para cada gen fue seleccionado con el 
software jModeltest 1.0 (Posada D, 2008) basado en el criterio de información de Akaike. Se 
eligió el modelo GTR+I para el gen rs2, HKY+I para incE-incF y HKY para tarP pmpH y 
lysS. Para la filogenia datada se empleó el método bayesiano de cadenas de Markov (MCMC) 
implementado en el programa BEAST v1.5.74. En el caso de genes no recombinantes se 
realizó un concatenado y la fecha empleada para cada secuencia fue el año de aislamiento. 
Se empleo un reloj molecular relajado con una distribución log normal. El método 
MCMC se aplicó por duplicado para 200 millones de generaciones, muestreando cada 20.000 
y desechando un 10%. El resultado del análisis se analizó con el programa TRACER v1.5, 
aceptando un tamaño de muestra efectivo mayor de 200 para establecer la convergencia. El 
árbol consenso, aceptando una probabilidad posterior por clado mayor de 0,5, se generó 
empleando TreeAnnotator. 
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bisexuales (7,7%). En las muestras de origen faríngeo, 22 de 24 casos fueron HSH (91.6%), 
los otros dos casos correspondieron a una trabajadora del sexo y un varón heterosexual. Por 
otro lado, en este segundo periodo 2 de las 29 muestras rectales (6,9%) en las que se detectó 
el recombinante, correspondieron a individuos bisexuales. 
 En relación a la presencia o ausencia de síntomas, la mayoría de los casos fueron 
asintomáticos o se pudo atribuir a la presencia simultánea de otra bacteria de trasmisión 
sexual, a excepción de las muestras de cérvix, donde el 77,7% (7/9) de los pacientes 
presentaron sintomatología no atribuible a otras causas. El 95,8% (23/24), 71.2% (42/59) y 
57,7% (15/26) de los pacientes que presentaban la cepa recombinante en faringe, recto o 
uretra, respectivamente, fueron asintomáticos. En 4/11 (36.3%) de los casos sintomáticos de 
localización uretral,  y en 6/17 (35.3%) de los que tenían muestras rectales, presentaban 
coinfección por N. gonorrhoeae. 
2. Evolución genómica de la cepa recombinante detectada en Madrid a lo largo del período 
de estudio. 
En el capítulo 2 de esta Tesis, se argumentaba en la discusión, que la acumulación de 
cambios nucleotídicos entre las cepas de Seattle y las detectadas en Madrid, sugería una 
transmisión mantenida en el tiempo de estas cepas, ya que cada evento de trasmisión (nueva 
infección) supone un cuello de botella evolutivo. En orden de confirmar nuestra hipótesis 
decidimos secuenciar cepas recombinantes mas separadas en el tiempo. Las relaciones 
filogenéticas, en base a la secuencia del gen pmpH (gen que determina el genotipo 
recombinante), revelan una identidad de secuencia en la figura 42. Se mantiene la relación 
filogenética con las variantes de genotipo G descritas en Seattle al igual que con las 
secuencias obtenidas en el periodo 2011-2013, manteniendo un 100% de identidad de 
secuencia. 
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El árbol obtenido con secuencias del gen rs2 permite diferenciar las cepas de LGV y 
los genotipos D, E y F. Las cepas recombinantes encontradas en este trabajo se agrupan junto 
con el resto de los genotipos, es decir genotipos oculares (A-C) y los genotipos urogenitales 
(G-K) (Figura S2c-Anexo-IV). Similar resultado se observa con el árbol filogenético del gen 
lysS que permite diferenciar genotipos oculares (A-C), donde se agrupan las cepas 
recombinantes de este trabajo, del resto de genotipos. La combinación de estos 2 árboles 
sugeriría que las cepas recombinantes de este trabajo tienen un ancestro común más próximo 
con los genotipos oculares (basado solo en dos genes).  
El análisis de las secuencias de genes más relacionados con la invasión celular (incE-
F) y patogenicidad (TarP), permite inferir a priori que se puedan diferenciar con soporte 
estadístico los genotipos LGV. El árbol filogenético de las secuencias de los genes incE-incF 
permite separar con soporte estadístico los genotipos invasivos (LGV), del resto de genotipos 
de CT (Figura S2a-Anexo_IV). Las cepas de nuestro estudio no estarían relacionadas con 
cepas invasivas (LGV), coincidiendo con el análisis de los árboles de rs2 y lysS. En el gen 
tarP (las diferencias nucleotídicas estarían implicadas en la especialización celular de los 
distintos genotipos y por tanto podría establecerse una relación con la gravedad de la 
infección), el árbol obtenido permite diferenciar con soporte los tres patotipos conocidos 
(LGV, ocular y urogenital no invasivo), las cepas recombinantes de nuestro estudio, aunque 
con bajo soporte pueden agruparse de forma independiente de los demás grupos, pero 
relacionadas con genotipos urogenitales no invasivos (Figura S2b-Anexo-IV).   
Para contextualizar las diferencias observadas individualmente, se realizó un análisis 
filogenético del concatenado de 4 genes (además se incluyó el gen pmpH eliminando la región 
homóloga de LGV, para evitar artefactos en el nuevo árbol obtenido). Este análisis nos 
permitirá establecer las relaciones más ancestrales de esta variante. (Figura 44) 
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transmite muy eficientemente (desplazando al recombinante que porta el gen ompA del 
genotipo G) no solo entre población de HSH sino también en población heterosexual.  
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puente (bisexuales y trabajadoras del sexo) y redes sexuales. El concepto de la población 
puente ya se presentó y discutió al comienzo de esta Tesis (ver Figura 1 de la introducción 
general), sobre la que la OMS habría impulsado un especial interés en su diagnóstico y 
seguimiento (11). Este trabajo sugiere el impacto de estas poblaciones en la transmisión de 
cepas entre grupos sexuales, amplificando su capacidad de dispersión en la población, como 
ya plantea la OMS y que fue presentado en la introducción general de esta Tesis (Figura 1).  
Además de la implicación de las poblaciones puente en la dispersión de nuevas 
variantes en la población, el reemplazamiento del gen G-ompA por J-ompA, plantea dos 
interesantes cuestiones. En primer lugar, ¿por qué se observa un reemplazamiento por el 
genotipo J y no por otro más mayoritario?, ¿Tiene el genotipo G una mayor especialización 
para adherirse a células del recto, perdiendo capacidad de adherencia y transmisión por otras 
células que explique el desplazamiento por J-ompA en este contexto genético? O dicho de 
otra manera tiene J-ompA mayor tropismo celular cuando no se trata de células rectales? No 
tenemos, a día de hoy, respuestas a estas cuestiones pero si evidencian la necesidad de seguir 
trabajando en esta especie bacteriana. 
Anexo-V  
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ANEXO-V 
 
Figura S2a. Análisis filogenético por el método BEAST del segmento genético incE-incF (645 pb). 
Los colores agrupan los diferentes patotipos (azules: urogenital no invasivo, verde: ocular, rojo: 
invasivo y morado: muestras con amplificación positiva para la PCR recombinante). Los nombres de 
las secuencias en color azul corresponden a secuencias del genotipo G, en naranja las secuencias del 
genotipo J y en morado las secuencias de nuestro recombinante. 
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Figura S2d.  Árbol filogenético por el método BEAST del gen lysS (610 pb). El clado azul agrupa 
secuencias de todos los genotipos descritos de CT, excepto los genotipos oculares. Los nombres en 
morado corresponden a nuestras secuencias, en verde indica los genotipos oculares y en azul 
secuencias del genotipo Ia.  
J 
D, E, F 
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EPILOGO 
 Comenzábamos esta Tesis con la intención de implementar herramientas diagnósticas 
para constatar la presencia de infecciones por genotipos asociados a linfogranuloma venéreo 
en nuestro entorno, apoyado en los datos epidemiológicos de varios países europeos y de la 
sospecha clínica de los especialistas en ITS de la Comunidad de Madrid. Este inicial objetivo 
no solo sirvió para poner a punto un sistema molecular de diagnóstico, también para 
confirmar la presencia y circulación genotipos asociados a LGV en Madrid. La demostración 
de casos que aumentaban cada año, indicaba que esta bacteria (no antes descrita en nuestro 
entorno) se trasmitía de manera mantenida, en contra de la opinión de algunos autores que 
abogaban por una progresiva disminución en el número de casos y la rápida erradicación del 
brote. Iniciamos entonces, estudios de epidemiología molecular que mostraron interesantes 
particularidades como fue la descripción por primera vez, a nivel mundial, de que en Madrid, 
el brote de LGV no se asociaba exclusivamente a la circulación de una única variante: L2b, 
sino a la co-circulación de dos variantes: L2b y L2/L2f. En la discusión del capítulo 1 de esta 
Tesis se planteaba la posibilidad de que ambas variantes pudieran haber tenido diferentes vías 
de entrada (Sudamérica y Europa central). Si bien esta hipótesis no ha podido ser demostrada 
hasta la fecha, aplicando la aproximación filogenética con la información de secuencias 
disponibles, si marca un camino de futuras investigaciones. Lo que si pudimos comprobar, al 
comparar los dos cortes temporales, es que progresivamente la variante L2/L2f podría ir 
desplazando a la variante L2b debido a causar una sintomatología mas leve, lo que podría 
facilitar su transmisión. La evidencia de un incremento en el número de casos asintomáticos 
que podrían actuar como reservorio, junto con el incremento global del número de casos y la 
descripción cada vez mas frecuentemente en población heterosexual, ponen de manifiesto la 
necesidad de implementar en los laboratorios de Microbiología, el diagnóstico e identificación 
de los genotipos asociados a LGV, al menos, en individuos con prácticas de riesgo, tengan o 
no síntomas. 
 La descripción de casos asintomáticos de infección causada por genotipos de LGV, 
fue en si mismo una sorpresa, pues es una patología que siempre se asocia a adenopatías, 
proctitis… La posible circulación de variante de LGV con o sin síntomas junto con altas tasas 
poblacionales de infección por otros genotipos, donde si es bien conocido que hasta el 75% de 
las infecciones puede cursar de manera asintomática, planteaba la posibilidad, ante un nuevo 
escenario epidemiológico de la recombinación entre diferentes variantes, siempre que éstas 
puedan infectar simultáneamente una misma célula, ya que se ha comprobado la capacidad de 
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recombinación de esta bacteria en cultivos mixtos in vitro así como la existencia de eventos 
de recombinación, mediante secuenciación de genomas completos. Los datos obtenidos no 
pudieron ser mas preocupantes, al encontrar unas tasas de coinfección no antes descritas entre 
genotipos invasivos y no invasivos y una tasas mas próximas a países en vías de desarrollo 
cuando estudiábamos la coinfección por >1 genotipo de variantes no invasivas. Este hallazgo 
podría ser un reflejo de la escasez de atención de los sistemas de Salud Pública que han 
llevado a España a ser uno de los pocos países europeos que no dispone de un sistema de 
notificación ni de genotipado ampliamente implementados.  En el seno de este trabajo 
para cuantificar los porcentajes de coinfecciones, encontramos casi por casualidad una 
variante exitosa resultado de un proceso de recombinación en el gen pmpH. Se había 
comprobado la existencia de variantes recombinantes en muestras clínicas, como el caso de la 
cepa hipervirulenta del genotipo L2c; sin embargo, en nuestro conocimiento, no existe 
ninguna referencia en la literatura en cuanto al éxito adaptativo de una de estas variantes 
recombinantes en la población. La caracterización de varios clones clasificados inicialmente 
como pmpH-recombinantes nos llevó a nuevas y sorprendentes conclusiones sobre la 
dinámica de selección y dispersión de CT. 
 Si inicialmente la variante pmpH-recombinante resultó ser el resultado de un evento de 
recombinación entre un genotipo asociado a LGV y un genotipo G, con un patrón claro de 
individuo HSH y presentación rectal. La mayor variabilidad encontrada en los casos de 2014-
2015 respecto a los de 2009-2010 indicaba una evolución continua de esta variante con 
múltiples eventos de transmisión (cuellos de botella). En el último periodo de estudio 
observamos como esta variante sufre un nuevo evento de recombinación, reemplazando el gen 
ompA del genotipo G por genotipo J. Esta observación fue coincidente la detección de 
individuos puente (bisexuales y prostitutas) infectados por esta variante, lo que permitía 
confirmar el papel de estos colectivos en la dispersión entre distintos grupos o redes sexuales, 
como reconoce la OMS. Este reemplazamiento es coincidente con una mayor dispersión de la 
variante al difuminarse más el patrón anteriormente descrito y empezar a describirse este 
variante en población heterosexual y en muestras no rectales. Este es un ejemplo de la rapidez 
con la que se producen, en tiempo real, modificaciones en la epidemiología molecular de esta 
bacteria, algo que antes de empezar esta Tesis nos parecía inimaginable. Para poder observar 
la dinámica de reemplazamiento en necesario implementar métodos de tipado universal para 
CT. Nosotros propusimos aunar los eventos de macro y microevolución como la mejor 
aproximación a este objetivo. En el proceso de elaboración de esta Tesis se ha publicado un 
esquema consenso de MLST (401). Cualquier iniciativa que permita obtener resultados 
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comparables y que permita responder a la pregunta cuya respuesta estemos buscando, será un 
gran avance.  
 Aunque finalmente no ha quedado reflejado en esta Tesis Doctoral un punto 
importante discutido en nuestro grupo ha sido la posible existencia de aislados de CT 
resistentes a los tratamientos antibióticos dada la persistencia de la infección tras el adecuado 
tratamiento. En los pocos casos que hemos podido analizar la reinfecciones eran producidas 
por genotipos diferentes al genotipo inicial (por amplificación y secuenciación de los genes 
pmpH y ompA). Sin embargo encontramos en la literatura descripción de bacterias de CT 
multirresistentes o pan-resistentes, cuando ningún mecanismo de resistencia ha podido ser 
demostrado en esta especie. Esta idea muy extendida de la resistencia antibiótica en CT esta 
generando un uso abusivo de otros antibióticos que podría ser evitado implementando el 
genotipado en muestras clínicas, tan cuestionado en el pasado “porque no afectaría al 
tratamiento” 
 En definitiva la infección por CT es una enfermedad silente que creíamos controlada, 
que mantenía una estructura poblacional estable y por tanto apenas requería atención. Si algo 
ha servido la realización de esta Tesis Doctoral es para revelar que esta especie bacteriana, al 
igual que cualquier otra, esta sometida a proceso de evolución continua, con rápidas 
dinámicas de transmisión y reemplazamiento de variantes en la población y nuevas entradas 
en nuestro entorno de nuevas variantes. Todas estas evidencias biológicas han servido 
también para constatar la mejoría necesaria que debe hacerse en el terreno del diagnóstico, 
genotipado, epidemiología molecular y sistemas de notificación que puedan dar respuesta a 
las necesidades de Salud Pública que esta Tesis ha planteado. Este sería el verdadero éxito de 
esta Tesis. 
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CONCLUSIONES 
1. Se describe por primera vez la presencia de genotipos de Chlamydia trachomatis asociados 
a LGV en la Comunidad de Madrid. Al igual que en el resto de países europeos, en los que se 
han descrito casos, existe una fuerte asociación con infección por VIH en hombres que tienen 
sexo con hombres y frecuentemente la presencia concomitante de otras ITS. 
2. La caracterización molecular de los casos de LGV, revela la particularidad del brote de 
Madrid al demostrarse la circulación simultánea de dos variantes predominantes (L2b y 
L2/L2f). Este hallazgo difiere del resto de brotes descritos en otros países, en los que 
únicamente se describe la presencia mayoritaria de la variante L2b, habiéndose detectado la 
variante L2/L2f únicamente de forma ocasional. 
3. La detección de variantes minoritarias derivadas por mutaciones puntuales de L2 o L2b 
indica que existe transmisión activa de este genotipo en la población. Por otro lado, la 
presencia de mutaciones puntuales afectando a la misma posición en distintas variantes indica 
un posible fenómeno de selección positiva. Este fenómeno podría facilitar una adaptación 
específica de nicho. Esto explicaría porque durante el primer periodo (2009-2011) del estudio 
solo se detectan casos de localización rectal y  en otras localizaciones sólo a partir de 2013. 
4. La naturaleza poco o nada sintomática de los casos asociados a la variante L2/L2f 
facilitaría por tanto su diseminación. Esto se confirma con los datos obtenidos en el año 2014, 
donde ya existe un predominio general de esta variante sobre L2b, especialmente en muestras 
rectales y afectando a todas las localizaciones, mientras que L2b no se detecta en muestras 
uretrales ni de cervix. 
5. Se detecta el mayor porcentaje de coinfecciones tanto entre genotipos invasivos y no 
invasivos (10,9 %) como entre genotipos no invasivos (14,6 %) descrito hasta la fecha. Esta 
situación epidemiológica constituye el escenario idóneo para la generación de nuevas 
variantes por procesos de intercambio genético. 
6. La distribución epidemiológica de genotipos en muestras con infección simple es similar a 
la descrita en otros países, con claro predominio de los genotipos E y D seguido de los 
genotipos F y G y siendo minoritario el grupo H-K. No se observa diferencias en esta 
distribución en los dos periodos de tiempo del estudio lo que demuestra que la introducción 
de genotipos asociados a LGV no ha alterado la epidemiología local de Chlamydia. 
trachomatis. 
7. Se detecta la presencia de una variante recombinante en el gen pmpH, entre genotipos 
invasivos y no invasivos. El genotipado basado en ompA confirma que se trata de un genotipo 
G, previamente detectado en Seattle. El genotipo G es el minoritario en las muestras con 
coinfección con genotipos invasivos, lo que indicaría que esta variante recombinante no se ha 
seleccionado en nuestro entorno. 
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8. Se detecta la acumulación de mutaciones puntuales en la variante encontrada en Madrid 
con respecto a la detectada en Seattle. Esto indicaría sucesivos eventos de transmisión 
(cuellos de botella), lo que estaría favorecido por la naturaleza asintomática, en localización 
rectal, de los casos en que se detectó esta variante.  
9. Los cambios acumulados en las cepas portando el gen pmpH recombinante detectadas en 
Madrid, permite identificar con soporte estadístico 2 clados de transmisión, revelando el 
posible éxito adaptativo de esta variante en nuestra población. 
10. El posterior estudio temporal confirma el éxito adaptativo de esta variante recombinante. 
La prevalencia en el periodo 2010-2013 fue 27,6% mientras que en el periodo 2014-2015 
alcanzó el 39%.  
11. Paralelamente al aumento de prevalencia se detectan un cambio epidemiológico 
caracterizado por un salto poblacional a individuos heterosexuales y el hallazgo en de esta 
variante en otras localizaciones. Esta observación fue coincidente la detección de individuos 
puente (bisexuales y prostitutas) infectados por esta variante, lo que permitía confirmar el 
papel de estos colectivos en la dispersión entre distintos grupos o redes sexuales, como 
reconoce la OMS. 
12. La secuenciación del gen ompA de las nuevas cepas recombinantes, revela el 
reemplazamiento de gen ompA de genotipo G por ompA de genotipo J en cepas 
pertenecientes a las dos líneas evolutivas previamente descritas 
13. Se confirma por el análisis de genes conservados un origen ancestral común con los 
genotipos invasivos y relacionado con genotipos oculares. El análisis de genes conservados 
(rs2 y lysS) demuestra que ambas cepas tienen un origen ancestral común, relacionado con 
genotipos oculares. El análisis de genes relacionados con la invasividad y la patogenia sitúa la 
variante recombinante junto con los genotipos urogenitales no invasivos. 
14. La elevada variabilidad del gen ompA como consecuencia de la presión selectiva a que 
está sujeto junto con la descripción de eventos de recombinación afectando a este gen, lo hace 
inadecuado para una caracterización de patotipos de Chlamydia trachomatis. Sin embargo, 
resulta de gran utilidad para definir eventos de microevolución. 
15. Se demuestra la utilidad de un método de caracterización genotípica de aislados de 
Chlamydia trachomatis, basado en el estudio  de una combinación de genes conservados y 
genes relacionados con patogenicidad con capacidad para aunar fenómenos de macro y 
microevolución respectivamente. El análisis del concatenado de estos genes confirma la 
historia evolutiva de Chlamydia trachomatis obtenida previamente por análisis de genomas 
completos. 
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Editorial
Mejora del diagnóstico  de  las infecciones  por Chamydia trachomatis
en  la  era molecular, una  oportunidad  para  los sistemas  de  vigilancia
Improving  the diagnosis of  Chlamydia trachomatis infections in the molecular era, an
opportunity  for  surveillance programs
Juan  Carlos  Galán ∗ y Mario  Rodríguez-Domínguez
Servicio de Microbiología, Hospital Universitario Ramón y Cajal, Instituto Ramón y  Cajal de Investigación Sanitaria (IRYCIS), CIBER en Epidemiología y  Salud Pública (CIBERESP),
Madrid,  Espan˜a
El European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) llevó
a cabo una encuesta (SCREen Project) en el an˜o 2007 y  nuevamente
en 2012, entre 28 países europeos sobre los sistemas de detec-
ción y vigilancia de Chlamydia trachomatis. Este estudio confirmó el
incremento imparable del uso de las técnicas de amplificación de
ácidos nucleicos (TAAN). En el  an˜o 2007 tan solo 9  países realiza-
ban más  del 90% del  diagnóstico de las  infecciones por  C.  trachomatis
mediante TAAN, mientras que  en el an˜o 2012 17  países ya cumplían
este criterio1. Aunque Espan˜a participó en  el proyecto SCREen, no
aportó información sobre el porcentaje de TAAN empleadas para el
diagnóstico. Nuestra percepción es que en nuestro país  se realiza
la mayoría del diagnóstico de las  infecciones por C.  trachomatis por
TAAN, pero no existe una red lo suficientemente amplia y robusta
para saber el verdadero impacto de estas técnicas.
El primer ensayo basado en  TAAN para la detección de C.
trachomatis fue aprobado por  la Food and Drug Administration
(FDA) en  19932.  Desde entonces 5 nuevos test diagnósticos han
sido aprobados por FDA y  un número mayor disponen únicamente
del marcado CE. Existen muchos estudios comparativos entre las
diferentes plataformas, con sensibilidad >  90% y  especificidad del
99%, desplazando de los laboratorios de diagnóstico al cultivo en
línea celular, reconocido durante décadas como la técnica de refe-
rencia. En este número, Parra-Sánchez et al.3 presentan los datos
de un estudio comparativo entre 2  técnicas basadas en  amplifica-
ción  de  ADN. Se detectaron tan solo 5/442 discrepancias (1,13%)
entre ambas técnicas, sin  embargo al no disponer de un estándar
universal frente al que  comparar los resultados para la validación
de los métodos moleculares, estos estudios comparativos son
difíciles de analizar. Los  2  sistemas comparados, CT OligoGen kit
(Operon-Inmuno & Molecular Diagnostics, Zaragoza, Espan˜a) y
Cobas 4800 CT/NG Assay (Roche Diagnostics, Mannheim, Alema-
nia) utilizan 2  dianas (una en el plásmido críptico y  otro en el gen
ompA) para aumentar la sensibilidad diagnóstica, ya que después
∗ Autor para correspondencia.
Correo electrónico: juancarlos.galan@salud.madrid.org (J.C. Galán).
de la  experiencia de la variante de C.  trachomatis identificada en
Suecia en  2006, portadora de una deleción de 377 bp en el plásmido
críptico4,  las técnicas, basadas en 2  dianas, deben llegar a ser  el
procedimiento diagnóstico de referencia dentro de las TAAN. Otra
buena característica de las nuevas TAAN es que puedan detectar
simultáneamente C. trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, ya que  las
coinfecciones C.  trachomatis y  N. gonorrhoeae son frecuentes (2,5%
en  el muestreo aleatorio de Parra-Sánchez o 15% en población
de riesgo)3,5, por ejemplo > 50% de los jóvenes con infección
por N. gonorrhoeae tienen simultáneamente infección por
C.  trachomatis6.  Aquellas plataformas que no puedan realizar esta
doble detección (como ocurre con CT  OligoGen kit) podrían tener
un mercado más  reducido, ya que clínicamente es difícil en muchos
casos diferenciar una infección por uno u otro agente infeccioso.
Una interesante cuestión sobre el uso de las técnicas molecu-
lares para el diagnóstico de las infecciones por C.  trachomatis se
refiere a cuál es  el tipo de muestra adecuada. La FDA ha aprobado
exclusivamente el uso de muestras genitourinarias para este diag-
nóstico (orina, exudado uretral y cervical). De hecho, parte del éxito
en  la implementación de TAAN en los programas de detección de
C. trachomatis ha  sido la posibilidad de utilizar muestras menos
invasivas. Las últimas recomendaciones del CDC sugieren que la
muestra óptima para mujeres es el exudado vaginal y  la  orina para
los hombres7, ya  que en mujeres se  ha  observado hasta un 10%
menos de detecciones cuando la orina se  comparó con exudado
endocervical o vaginal8.  Estas diferencias podrían estar relaciona-
das con la carga bacteriana. Así,  mientras que en  hombres la  mayor
carga bacteriana se  observa en  la orina, en mujeres es  en la  orina
donde se detecta la carga bacteriana más baja comparada con
otros sitios anatómicos (4,8 veces mayor en el exudado vaginal)9.
Referente al uso de muestras extragenitales (faringe, conjuntiva o
recto) para el diagnóstico de C.  trachomatis, las  TAAN no han sido
aprobadas por  la FDA, si  bien el CDC si las  recomienda, basado en
una mayor sensibilidad y  un más  fácil trasporte y  procesamiento
de las muestras, pero limitado a  poblaciones de riesgo como
hombres que tienen sexo con hombres8,  porque en  este grupo
más  del 50% de las infecciones ocurrieron en  sitios no uretrales10.
http://dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2015.05.013
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